Comparison of the antimicrobial efficiency of metal nanoparticles and their soluble ionic part on the bacteria Staphylococcus aureus in Escherichia coli by Semič, Melita
 

















PRIMERJAVA PROTIMIKROBNEGA UČINKA 
KOVINSKIH NANODELCEV IN NJIHOVEGA 
TOPNEGA IONSKEGA DELA NA BAKTERIJE 





































PRIMERJAVA PROTIMIKROBNEGA UČINKA KOVINSKIH 
NANODELCEV IN NJIHOVEGA TOPNEGA IONSKEGA DELA NA 
BAKTERIJE Staphylococcus aureus IN Escherichia coli 
 
MAGISTRSKO DELO 




COMPARISON OF THE ANTIMICROBIAL EFFICIENCY OF METAL 
NANOPARTICLES AND THEIR SOLUBLE IONIC PART ON THE 
BACTERIA Staphylococcus aureus AND Escherichia coli 
 
M. SC. THESIS 











Semič M. Primerjava protimikrobnega učinka …  nanodelcev …  bakterije S. aureus in E. coli. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
II 
Magistrsko delo je zaključek magistrskega študijskega programa 2. stopnje Mikrobiologija. 
Magistrsko delo je bilo opravljeno na Inštitutu »Jožef Stefan« v Ljubljani, na Odseku F6 za 
plinsko elektroniko.  
 
Komisija za študij 1. in 2. stopnje je za mentorico magistrskega dela imenovala prof. dr. 
Romano Marinšek-Logar, za somentorico dr. Martino Modic in za recenzentko izr. prof. dr. 
Barbko Jeršek. 
 
Mentorica:  prof. dr. Romana MARINŠEK-LOGAR 
 
Somentorica:   dr. Martina MODIC 
 
Recenzentka:   izr. prof. dr. Barbka JERŠEK 
 
 
Komisija za oceno in zagovor: 
 
 
Predsednica:  prof. dr. Damjana DROBNE 
   Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
 
Članica:  prof. dr. Romana MARINŠEK-LOGAR 
   Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zoologijo 
 
Članica:  dr. Martina MODIC 
   Inštitut »Jožef Stefan« Ljubljana, Odsek F6 za plinsko elektroniko 
 
Članica:   izr. prof. dr. Barbka JERŠEK 













Semič M. Primerjava protimikrobnega učinka …  nanodelcev …  bakterije S. aureus in E. coli. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
III 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du2  
DK UDK 620.3:579.6:615.281(043)=163.6  
KG nanodelci, kovinski nanodelci, kovinski ioni, protibakterijska učinkovitost, 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, spektroskopske meritve optične gostote, 
štetje kolonij na trdem gojišču, minimalna inhibitorna koncentracija, minimalna 
baktericidna koncentracija 
AV SEMIČ, Melita, dipl. mikrobiol. (UN) 
SA MARINŠEK-LOGAR, Romana (mentorica), MODIC, Martina (somentorica), 
JERŠEK, Barbka (recenzentka)  
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije 
LI 2021 
IN PRIMERJAVA PROTIMIKROBNEGA UČINKA KOVINSKIH NANODELCEV    
 IN NJIHOVEGA TOPNEGA IONSKEGA DELA NA BAKTERIJE 
 Staphylococcus aureus IN Escherichia coli 
TD Magistrsko delo (Magistrski študij - 2. stopnja Mikrobiologija) 
OP XII, 88 str., 7 pregl., 24 sl., 4 pril., 62 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Pri praktičnemu delu magistrske naloge smo uporabljali komercialno dostopne Ag100, 
Ag20-30, ZnO, Cu in SiO2 nanodelce. Preučevali smo protibakterijske učinke 
kovinskih nanodelcev in sproščenih ionov. Obliko nanodelcev smo karakterizirali s 
transmisijsko elektronsko mikroskopijo (TEM). Vpliv ionov in nanodelcev na 
bakterije Escherichia coli in Staphylococcus aureus smo določili s spektroskopskimi 
meritvami optičnih gostot (OD600) in metodo štetja kolonij na trdem gojišču (CFU), 
vpliv ionov na humane celice smo določili s testi citotoksičnosti in točno 
koncentracijo sproščenih ionov z masno spektrometrijo z induktivno sklopljeno 
plazmo (ICP-MS). Vpliv kovinskih nanodelcev na morfologijo bakterij v biofilmih 
smo preverjali z vrstično elektronsko mikroskopijo (SEM). Pri E. coli je minimalna 
inhibitorna koncentracija (MIK) Ag20-30 ionov med 0,64 in 0,85 µg/mL. Pri S. aureus 
znašajo MIK Ag20-30, ZnO in Cu ionov 0,85, 116,25 in 265 µg/mL. Kljub zmanjšanju 
bakterijske rasti, je uporaba ionov omejena, saj citotoksično delujejo na celice mišjih 
fibroblastov, izjema so le SiO2 ioni. Pri E. coli je MIK Ag100 nanodelcev med 3,75 in 
7,5 mg/mL, Ag20-30 nanodelcev med 1 in 3,75 mg/mL, pri ZnO in Cu nanodelcih pa 
3,75 mg/mL. MIK SiO2 nanodelcev je 7,5 mg/mL za E. coli. Pri S. aureus znašajo 
MIK Ag100, Ag20-30 in ZnO nanodelcev 3,75 mg/mL, pri Cu nanodelcih 1 mg/mL ter 
pri SiO2 nanodelcih 7,5 mg/mL. Rezultati dokazujejo protibakterijske učinke ionov 
in kovinskih nanodelcev na bakterije S. aureus in E. coli. 
Semič M. Primerjava protimikrobnega učinka …  nanodelcev …  bakterije S. aureus in E. coli. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
IV 
KEY WORDS DOCUMENTATION 
 
ND Du2  
DC UDC 620.3:579.6:615.281(043)=163.6 
CX nanoparticles, metal nanoparticles, metal ions, antibacterial efficacy, Escherichia 
coli, Staphylococcus aureus, spectroscopic measurements of optical density, colony 
forming unit, minimal inhibitory concentration, minimal bactericidal concentration 
AU SEMIČ, Melita 
AA MARINŠEK-LOGAR, Romana (supervisor), MODIC, Martina (co-advisor), 
JERŠEK, Barbka (reviewer) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study in Microbiology 
PY 2021 
TI COMPARISON OF THE ANTIMICROBIAL EFFICIENCY OF METAL 
 NANOPARTICLES AND THEIR SOLUBLE IONIC PART ON THE BACTERIA 
 Staphylococcus aureus AND Escherichia coli 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes: Field Microbiology) 
NO XII, 88 p., 7 tab., 24 fig., 4 ann., 62 ref.  
LA sl 
AL sl/en 
AB Commercially available Ag100, Ag20-30, ZnO, Cu and SiO2 nanoparticles were used in 
the practical part of the master’s thesis. We studied the antibacterial effects of metal 
nanoparticles and released ions. The shape of the nanoparticles was characterized by 
transmission electron microscopy (TEM). The effect of ions and nanoparticles on 
bacteria Escherichia coli in Staphylococcus aureus was determined by spectroscopic 
measurements of optical density (OD600) and colony forming unit method (CFU). 
The effect of ions on humane cells was determined by cytotoxic test and the exact 
concentration of ions released from nanoparticles was determined by inductively 
coupled mass spectroscopy (ICP-MS). The effect of metal nanoparticles on 
morphology of bacterial cells in biofilms was examined by scanning electron 
microscopy (SEM). Minimal inhibitory concentration (MIC) of Ag20-30 ions is 
between 0,64 and 0,85 µg/mL, for E. coli.  MICs of Ag20-30 and Cu ions are 0,85 and 
265 µg/mL, for S. aureus. Despite antimicrobial efficacy of metal ions, the use is 
limited because they have cytotoxic effect on mouse fibroblast cells, except SiO2 
ions. MIC of Ag100 NPs is between 3,75 and 7,5 mg/mL, MIC of Ag20-30 NPs is 
between 1 and 3,75 mg/mL, MICs of Cu and ZnO NPs are 3,75 mg/mL and MIC of 
SiO2 NPs is 7,5 mg/mL, for E. coli. MICs of Ag100, Ag20-30 and ZnO NPs are 3,75 
mg/mL, MIC of Cu NPs is 1 mg/mL and MIC of SiO2 NPs is 7,5 mg/mL, for S. 
aureus. The results prove the antibacterial effects of ions and nanoparticles on 
bacteria S. aureus and E. coli.  
Semič M. Primerjava protimikrobnega učinka …  nanodelcev …  bakterije S. aureus in E. coli. 




KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA III 
KEY WORDS DOCUMENTATION IV 
KAZALO VSEBINE V 
KAZALO PREGLEDNIC VII 
KAZALO SLIK VIII 
KAZALO PRILOG X 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI XI 
 
1 UVOD 1 
1.1 NAMEN IN HIPOTEZE MAGISTRSKE NALOGE 2 
2 PREGLED OBJAV 3 
2.1 BAKTERIJE IZ RODOV ESCHERICHIA IN STAPHYLOCOCCUS 3 
2.2 KOVINSKI NANODELCI 4 
2.2.1 Sinteza nanodelcev 6 
2.2.2 Uporabnost nanodelcev 6 
2.2.3 Srebrovi (Ag) nanodelci 9 
2.2.4 Nanodelci cinkovega oksida (ZnO) 11 
2.2.5 Bakrovi (Cu) nanodelci 12 
2.2.6 Nanodelci silicijevega dioksida (SiO2) 13 
2.2.8 Metode za analizo protibakterijske aktivnosti ionov in kovinskih 
nanodelcev 18 
3 MATERIAL IN METODE 22 
3.1 MATERIAL 24 
3.1.1 Testni organizmi 24 
3.2 METODE 28 
3.2.1 Priprava gojišč 28 
3.2.2 Priprava raztopin in barvil 28 
3.2.3 Transmisijska elektronska mikroskopija (TEM) 29 
3.2.4 Spremljanje rasti bakterij E. coli in S. aureus 29 
3.2.5 Priprava topnega ionskega dela kovinskih nanodelcev 30 
3.2.6 Meritve protimikrobnega učinka ionov kovinskih nanodelcev na rast 
bakterij E. coli in S. aureus 30 
3.2.7 Metabolni test XTT 31 
3.2.8 Metode inhibicijskih con 31 
3.2.9 Test citotoksičnosti 32 
3.2.10 Merjenje koncentracij ionov kovinskih nanodelcev z masno 
spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) 33 
Semič M. Primerjava protimikrobnega učinka …  nanodelcev …  bakterije S. aureus in E. coli. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
VI 
3.2.11 Meritve protimikrobnega učinka ionov kovinskih nanodelcev na rast 
biofilmov bakterije E. coli in S. aureus 33 
3.2.12 Meritve protimikrobnega učinka kovinskih nanodelcev na rast bakterije 
E. coli in S. aureus 34 
3.2.13 Vrstična elektronska mikroskopija (SEM) 34 
3.2.14 Statistična analiza rezultatov 35 
4 REZULTATI 36 
4.1 Oblika kovinskih nanodelcev 36 
4.2 Učinek ionov kovinskih nanodelcev na rast bakterij E. coli in S. aureus 38 
4.3 Rezultati metabolnega testa XTT 46 
4.4 Rezultati metod inhibicijskih con 46 
4.5 Rezultati testa citotoksičnosti 47 
4.6 Rezultati ICP-MS meritev 53 
4.7 Rezultati meritev protimikrobnega učinka ionov kovinskih nanodelcev na 
rast/razvoj biofilmov bakterij E. coli in S. aureus 55 
4.8 Učinek kovinskih nanodelcev na rast bakterij E. coli in S. aureus 59 
4.9 Rezultati vrstičnega elektronskega mikroskopa (SEM) 67 
5 RAZPRAVA 70 
5.1 Karakterizacija materiala 70 
5.2 Biološki učinki ionov kovinskih nanodelcev 71 
5.3 Biološki učinki kovinskih nanodelcev 75 
6 SKLEPI 80 
7 POVZETEK 81 





Semič M. Primerjava protimikrobnega učinka …  nanodelcev …  bakterije S. aureus in E. coli. 




Preglednica 1: Primerjava kovinskih nanodelcev glede na obliko, mehanizem in 
protibakterijski učinek (Besinis in sod., 2014; Dakal in sod., 2016; Dizaj in sod., 2014; Gold 
in sod., 2018; Harikumur, 2016; Kubo in sod., 2018; Sánchez-Sanhueza in sod., 2016; Seil 
in Webster, 2012; Sirelkhatim in sod., 2015) 16 
Preglednica 2: Primerjava metod, ki se najpogosteje uporabljajo pri kvantifikaciji 
bakterijske viabilnosti (Seil in Webster, 2012) 21 
Preglednica 3: Laboratorijski testni organizmi 24 
Preglednica 4: Laboratorijski materiali 25 
Preglednica 5: Laboratorijski pripomočki 26 
Preglednica 6: Laboratorijska oprema 27 
Preglednica 7: Redčitve ionov iz osnovne raztopine masne koncentracije 60 mg/mL in 
njihovo poimenovanje v praktičnemu delu magistrske naloge 30 
 
  
Semič M. Primerjava protimikrobnega učinka …  nanodelcev …  bakterije S. aureus in E. coli. 




Slika 1: Primerjava bakterijskih celičnih sten (Slavin in sod., 2017) 4 
Slika 2: Različni mehanizmi protimikrobnega delovanja kovinskih nanodelcev (Shahzadi in 
sod., 2018) 5 
Slika 3: Shematski prikaz praktičnega dela magistrske naloge 23 
Slika 4: Plan Petrijeve plošče za izračun števila kolonij na trdem gojišču z uporabo metode 
Miles-Misra (Miles in sod., 1938) 31 
Slika 5: Plan Petrijeve plošče in razporeditev sterilnih diskov, na katere smo nanesli različne 
koncentracije ionov kovinskih nanodelcev. 32 
Slika 6: Oblika Ag nanodelcev velikosti med 20 in 30 nm a) in b), Ag nanodelcev velikosti 
pod 100 nm c) in d), ZnO nanodelcev velikosti pod 50 nm e) in f), Cu nanodelcev velikosti 
med 40 in 60 nm g) ter SiO2 nanodelcev velikosti med 5 in 15 nm h) 37 
Slika 7: OD600 bakterije E. coli, po času (t=24 ur), v odvisnosti od različnih koncentracij 
(7,5, 15, 30, 45 in 60 mg/mL) a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 ionov ter 
kontrolna kultura brez dodanih ionov 39 
Slika 8: OD600 bakterije S. aureus, po času (t=24 ur), v odvisnosti od različnih koncentracij 
(7,5, 15, 30, 45 in 60 mg/mL) a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 ionov ter 
kontrolna kultura brez dodanih ionov 41 
Slika 9: Redukcija rasti bakterije E. coli izpostavljene različnim koncentracijam (7,5, 15, 
30, 45 in 60 mg/mL) a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 ionov (statistično značilna 
odstopanja med koncentracijami; *P-vrednost 0,05-0,01, **P-vrednost <0,01 in ***P-
vrednost <0,001) 43 
Slika 10: Redukcija rasti bakterije S. aureus izpostavljene različnim koncentracijam (7,5, 
15, 30, 45 in 60 mg/mL) a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 ionov (statistično 
značilna odstopanja med koncentracijami; *P-vrednost 0,05-0,01, **P-vrednost <0,01 in 
***P-vrednost <0,001) 45 
Slika 11: Celična viabilnost mišjih fibroblastov, normalizirana na kontrolo, po času (t=0,1,2 
in 3 dan), v odvisnosti od različnih koncentracij a) Ag100, b) ZnO, c) Cu in d) SiO2 ionov. 
Črtkana premica prikazuje mejo detekcije citotoksičnega delovanja ionov kovinskih 
nanodelcev.  Vrednosti, ki so pod mejno premico predstavljajo več kot 30 % redukcijo in 
citotoksični efekt (ISO 10993-5, 2009) 47 
Slika 12: Kontrolni vzorec celic mišjih fibroblastov a) brez dodanih ionov. Celice mišjih 
fibroblastov, ki smo jih izpostavili ionom sproščenih iz Ag100 nanodelcev koncentracije b) 
7,5 mg/mL, c) 15 mg/mL, d) 30 mg/mL, e) 45 mg/mL in f) 60 mg/mL smo obarvali z 
»LIVE/DEAD« barvali in analizirali s fluorescenčnim mikroskopom. Slike celic, posnetih z 
rdečim in zelenim filtrom smo naknadno združili s programom ImageJ 49 
Slika 13: Kontrolni vzorec celic mišjih fibroblastov a) brez dodanih ionov. Celice mišjih 
fibroblastov, ki smo jih izpostavili ionom sproščenih iz ZnO nanodelcev koncentracije b) 
7,5 mg/mL, c) 15 mg/mL, d) 30 mg/mL, e) 45 mg/mL in f) 60 mg/mL smo obarvali z 
»LIVE/DEAD« barvali in analizirali s fluorescenčnim mikroskopom. Slike celic, posnetih z 
rdečim in zelenim filtrom smo naknadno združili s programom ImageJ 50 
Slika 14: Kontrolni vzorec celic mišjih fibroblastov a) brez dodanih ionov. Celice mišjih 
fibroblastov, ki smo jih izpostavili ionom sproščenih iz Cu nanodelcev koncentracije b) 7,5 
mg/mL, c) 15 mg/mL, d) 30 mg/mL, e) 45 mg/mL in f) 60 mg/mL smo obarvali z 
»LIVE/DEAD« barvali in analizirali s fluorescenčnim mikroskopom. Slike celic, posnetih z 
rdečim in zelenim filtrom smo naknadno združili s programom ImageJ 51 
Semič M. Primerjava protimikrobnega učinka …  nanodelcev …  bakterije S. aureus in E. coli. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
IX 
Slika 15: Kontrolni vzorec celic mišjih fibroblastov a) brez dodanih ionov. Celice mišjih 
fibroblastov, ki smo jih izpostavili ionom sproščenih iz SiO2 nanodelcev koncentracije b) 
7,5 mg/mL, c) 15 mg/mL, d) 30 mg/mL, e) 45 mg/mL in f) 60 mg/mL smo obarvali z 
»LIVE/DEAD« barvali in analizirali s fluorescenčnim mikroskopom. Slike celic, posnetih z 
rdečim in zelenim filtrom smo naknadno združili s programom ImageJ 52 
Slika 16: Koncentracije sproščenih a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 ionov v 
bakterijsko gojišče TSB in v gojišče za celične linije AMEM 54 
Slika 17: Redukcije biofilmov E. coli, izpostavljenih različnim koncentracijam (30, 45 in 60 
mg/mL) a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 ionov (statistično značilna odstopanja 
med koncentracijami; *P-vrednost 0,05-0,01, **P-vrednost <0,01 in  ***P-vrednost <0,001)
 56 
Slika 18: Redukcije biofilmov S. aureus, izpostavljenih različnim koncentracijam (30, 45 in 
60 mg/mL) a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 ionov (statistično značilna 
odstopanja med koncentracijami; *P-vrednost 0,05-0,01, **P-vrednost <0,01 in ***P-
vrednost <0,001) 58 
Slika 19: OD600 bakterije E. coli, po času (t=24 ur), v odvisnosti od različnih koncentracij 
(0,5, 1, 3,75 in 7,5  mg/mL) a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 nanodelcev ter 
kontrolna kultura brez dodanih nanodelcev 60 
Slika 20: OD600 bakterije S. aureus, po času (t=24 ur), v odvisnosti od različnih koncentracij 
(0,5, 1, 3,75 in 7,5  mg/mL)  a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 nanodelcev ter 
kontrolna kultura brez dodanih nanodelcev 62 
Slika 21: Redukcija rasti bakterije E. coli, izpostavljene različnim koncentracijam (1, 3,75 
in 7,5 mg/mL) a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 nanodelcev (statistično značilna 
odstopanja med koncentracijami; *P-vrednost 0,05-0,01, **P-vrednost <0,01 in ***P-
vrednost <0,001) 64 
Slika 22: Redukcija rasti bakterije S. aureus, izpostavljene različnim koncentracijam (1, 3,75 
in 7,5 mg/mL) a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 nanodelcev (statistično značilna 
odstopanja med koncentracijami; *P-vrednost 0,05-0,01, **P-vrednost <0,01 in ***P-
vrednost <0,001) 66 
Slika 23: Kontrolni vzorec biofilma bakterije E. coli a) brez dodanih nanodelcev. Biofilmi 
E. coli, po dodatku b) Ag100, c) Ag20-30 in d) SiO2 nanodelcev koncentracije 7,5 mg/mL. 
Oranžni puščici na sliki 23c prikazujeta vezane Ag20-30 nanodelce 68 
Slika 24: Kontrolni vzorec biofilma bakterije S. aureus a) brez dodanih nanodelcev. Biofilmi 
S. aureus, po dodatku b) Ag100, c) Ag20-30 in d) Cu nanodelcev koncentracije 7,5 mg/mL 69 
  
Semič M. Primerjava protimikrobnega učinka …  nanodelcev …  bakterije S. aureus in E. coli. 




PRILOGA A: Rastne krivulje bakterije E. coli in S. aureus 
PRILOGA B: Rezultati metabolnega testa XTT 
Priloga B1: Rezultati metabolnega testa XTT za E. coli 
Priloga B2: Rezultati metabolnega testa XTT za S. aureus 
PRILOGA C: Rezultati disk difuzijske metode 
Priloga C1: Rezultati disk difuzijske metode za E. coli 
Priloga C2: Rezultati disk difuzijske metode za S. aureus 
PRILOGA D: Rezultati agar difuzijske metode 
Priloga D1: Rezultati agar difuzijske metode za E. coli 
Priloga D2: Rezultati agar difuzijske metode za S. aureus 
 
  
Semič M. Primerjava protimikrobnega učinka …  nanodelcev …  bakterije S. aureus in E. coli. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
XI 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Ag   srebro 
AMEM  osnovno esencialno gojišče (ang. Alpha minimum essential medium) 
ATP   adenozin trifosfat (ang. Adenosine triphosphate) 
DNK   deoksiribonukleinska kislina (ang. Deoxyribonucleic acid)  
DPBS   Dulbeccova fiziološka raztopina (ang. Dulbecco’s phosphate buffered  
  saline) 
CaCO3  kalcijev karbonat 
CaO   kalcijev oksid 
CFU   število bakterijskih kolonij na trdem gojišču (ang. Colony forming unit) 
CFU/mL  število bakterijskih kolonij v 1 mL vzorca 
Cu   baker 
CuO   bakrov oksid 
Cu2O   dibakrov oksid 
c-di-GMP  ciklični digvanozin monofosfat (ang. Cyclic di-guanosine-   
  monophosphate) 
FBS   fetalni goveji serum (ang. Fetal bovine serum) 
FR   fiziološka raztopina 
G-   po Gramu negativne bakterijske vrste 
G+   po Gramu pozitivne bakterijske vrste 
HMDS  heksametildisilizan (ang. Hexamethyldisilazane) 
HPLC   tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High-performance liquid 
  chromatography) 
ICP-MS  masna spektroskopija z induktivno sklopljeno plazmo (ang. Inductively  
  coupled plasma mass spectrometry) 
LCD   tekočekristalni zaslon (ang. Liquid crystal display) 
MgO   magnezijev oksid 
MBK   minimalna baktericidna koncentracija 
MIK   minimalna inhibitorna koncentracija 
MH   Mueller-Hinton agar 
MRSA  proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus (ang. Methicillin-resistant 
  Staphylococcus aureus) 
NADH  nikotinamid adenin dinukleotid hidrid (ang. Nicotinamide adenine  
  dinucleotide hydride) 
OD600   optična gostota pri 600 nm (ang. Optical density) 
PBS   fosfatni pufer (ang. Phosphate buffered saline) 
PHMB  poliheksametilen bigvanid (ang. Polyhexamethylene biguanide) 
PMS   N-metil dibenzopirazin metil sulfat (ang. N-methyl dibenzopyrazine methyl 
  sulfate) 
PVP   polivinilpirolidon (ang. Polyvinylpyrrolidone) 
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RNK   ribonukleinska kislina (ang. Ribonucleic acid) 
rRNK   ribosomska ribonukleinska kislina (ang. Ribosomal ribonucleic acid) 
ROS   kisikove reaktivne zvrsti (ang. Reactive oxygen species) 
SEM   vrstična elektronska mikroskopija (ang. scanning electron microscope) 
SiO2   silicijev dioksid 
TEM   transmisijska elektronska mikroskopija (ang. Transmission electron  
  microscopy) 
TiO2   titanov dioksid 
TSA   tripton-soja agar (ang. Tryptic soy agar) 
TSB   tripton-soja bujon (ang. Tryptic soy broth) 
UV   ultravijolično sevanje/valovanje (ang. Ultraviolet radiation/waves) 
ZnO   cinkov oksid 
XTT   tetrazolijeve soli (ang. Tetrazolium salts) 
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Prekomerno predpisovanje in neustrezna raba antibiotikov sta poglavitna razloga za 
naraščajočo odpornost mikroorganizmov na antibiotike. Po podatkih strokovnjakov naj bi 
bilo več kot 70 % bakterij odpornih na vsaj en antibiotik, ki je pripisan za zdravljene 
določene okužbe (Dizaj in sod., 2014). Po nekaterih ocenah naj bi zaradi rezistence na 
antibiotike do leta 2050 umrlo kar 10 milijonov ljudi (Gold in sod., 2018). Pojavnost 
večkratno odpornih bakterijskih sevov in neučinkovita antibiotična zdravljenja so razlogi za 
iskanje novih protimikrobnih učinkovin (Dizaj in sod., 2014). Med potencialne učinkovine, 
ki bi lahko zamenjale konvencionalne antibiotike, spadajo tudi kovinski nanodelci (Gold in 
sod., 2018).  
 
Njihovo izjemno protimikrobno učinkovitost lahko zasledimo v številnih študijah, ki so bile 
objavljene v zadnjih letih, vendar so kovine kot protibakterijske učinkovine v uporabi že 
vrsto let. Že leta 1500 pred našim štetjem so Egipčani za zdravljenje okužb uporabljali 
bakrove soli, medtem ko so srebro in baker za konzerviranje hrane in dezinfekcijo vode 
uporabljali tudi Indijci, Perzijci, Grki, Rimljani ter Feničani (Gold in sod., 2018).  
 
Beseda »nano« izvira iz grške besede nános in pomeni zelo majhen delec, zato nas ne 
preseneti, da so nanodelci velikosti od 1 do 100 nm. Nanodelce lahko sintetiziramo po 
kemijski, fizikalni ali biološki poti. Glede na sintezno pot in pogoje, ki so vzpostavljeni med 
sintezo, dobimo nanodelce različnih oblik in velikosti, ki se med seboj razlikujejo po 
katalitičnih, optičnih in električnih lastnostih (Rai in sod., 2011). Nanodelce uporabljajo v 
kozmetični industriji, v živilski in tekstilni industriji, prisotni so v kremah za sončenje, v 
barvilih in pigmentih. Lahko se uporabljajo tudi za sanacijo podtalnic in čiščenje vod ter za 
odstranjevanje onesnaževal iz zračnih tokov (Kumar in sod., 2011). Pomembne aplikacije 
nanodelcev so tudi v medicini, kjer se lahko uporabljajo za večanje kontrasta pri slikanju z 
MRI, za ciljano dostavo zdravil, za zdravljenje tumorjev ter kot fluorescentni biološki 
označevalci in protimikrobne učinkovine (Salata, 2004). Medtem ko antibiotiki učinkujejo 
predvsem na sintezo bakterijske celične stene in beljakovin ter na podvajanje in prepisovanje 
DNK (Wang in sod., 2017), delujejo nanodelci na različne tarčne biomolekule (Slavin in 
sod., 2017). Temeljijo na povsem drugačnih mehanizmih protimikrobnega delovanja kot 
tradicionalni antibiotiki, zato predstavljajo prepričljivo alternativo (Seil in Webster, 2012).  
 
Protibakterijski mehanizmi kovinskih nanodelcev naj bi v večji meri zajemali vezavo in 
prehod nanodelca v bakterijsko celico, sprostitev topnega ionskega dela in produkcijo 
kisikovih reaktivnih zvrsti (ROS) (Seil in Webster, 2012). ROS omogočajo zaviranje 
bakterijske rasti in povzročajo poškodbe v celični steni in membrani. Sproščeni ioni pa lahko 
prehajajo v bakterijsko celico, kjer se vežejo na beljakovine in DNK ter povzročajo 
nepopravljive poškodbe, ki vodijo do bakterijske celične smrti. Na protibakterijski učinek 
vpliva tudi oblika, velikost in koncentracija nanodelcev. Prav zaradi majhne velikosti imajo 
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nanodelci visoko razmerje med površino in volumnom, ki omogoča vezavo ali prehod v 
bakterijsko celico. Kljub zgoraj opisanimi protibakterijskimi mehanizmi kovinskih 
nanodelcev, so mehanizmi nanodelcev v celoti še nepoznani (Tran in sod., 2015). 
 
1.1 NAMEN IN HIPOTEZE MAGISTRSKE NALOGE 
 
Namen magistrske naloge je: 
 dokazati protibakterijski učinek ionov kovinskih nanodelcev, 
 dokazati protibakterijski učinek kovinskih nanodelcev, 
 izmeriti točno koncentracijo sproščenih ionov kovinskih nanodelcev, 
 izmeriti minimalno inhibitorno in baktericidno koncentracijo ionov in nanodelcev, 
 primerjati vpliv ionov kovinskih nanodelcev na rast bakterije Staphylococcus aureus 
in Escherichia coli ter 
 primerjati protimikrobni učinek kovinskih nanodelcev in njihovega topnega ionskega 
dela. 
Delovne hipoteze: 
 Predpostavljamo, da bodo kovinski nanodelci zavirali rast bakterije S. aureus in E. 
coli. 
 Predpostavljamo, da bodo različne koncentracije ionov nanodelcev različno vplivale 
na mikrobno rast, in sicer naj bi večje koncentracije ionov nanodelcev prispevale k 
višjemu zmanjšanju bakterijske rasti. 
 Predpostavljamo, da imajo enake koncentracije ionov nanodelcev manjše 
protimikrobno delovanje na bakterijski biofilm kot na planktonske celice. 
 Predpostavljamo, da ima velikost nanodelcev vpliv na protimikrobno učinkovitost, 
manjše velikosti kot so nanodelci, večje protimikrobno delovanje imajo. 
 Predpostavljamo, da imajo nanodelci poleg protimikrobne učinkovitosti vpliv tudi 
na humane celice. 
 Predpostavljamo, da se protimikrobno delovanje različnih nanodelcev razlikuje. 
 Predpostavljamo, da se topnost različnih nanodelcev v vodnih medijih razlikuje 
(koncentracija sproščenih ionov se bo razlikovala). 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BAKTERIJE IZ RODOV ESCHERICHIA IN STAPHYLOCOCCUS 
 
Kraljestvo bakterij sestavlja več kot 80 različnih bakterijskih debel, ki se med seboj 
razlikujejo po sekvenci gena 16S ribosomske RNK. Več kot 90 % poznanih bakterijskih 
rodov in vrst spada v 4 različna debla: Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes in 
Bacteroidetes. Deblo Proteobaceria je veliko in metabolično raznoliko, sestavljajo ga po 
Gramu negativni bakterijski rodovi. Na podlagi genskih sekvenc 16S rRNK ločimo alfa, 
beta, gama, delta, epsilon in zeta proteobakterije (Madigan in sod., 2018). 
 
Rod Escherichia spada v razred Gammaproteobacteria. To so enterobakterije, oksidaza 
negativne bakterije, ki rastejo v enostavnem gojišču in so po obliki bacili ali palčke. Številne 
vrste, ki spadajo med enterobakterije so patogene za ljudi, živali in rastline. Vrste rodu 
Escherichia najdemo v prebavnem traktu ljudi in toplokrvnih živali. E. coli je fakultativni 
anaerob, ki lahko fermentira mešane kisline in ima pomembno vlogo v prebavnem traktu 
ljudi, saj proizvaja vitamin K. Nekateri sevi E. coli so patogeni in povzročajo fekalno-oralne 
okužbe in okužbe urinalnega trakta (Madigan in sod., 2018).  
 
Rod Staphylococcus uvršamo med po Gramu pozitivne bakterije, ki so kokoidne ali okrogle 
oblike. Po klasifikaciji spadajo v deblo Firmicutes, med nesporulirajoče bakterije. 
Stafilokoki so fakultativni anaerobni mikroorganizmi, ki so katalaza pozitivni in lahko 
rastejo v slanem mediju. Med stafilokoke spadajo predvsem komenzali in paraziti, ki redko 
povzročajo hujše okužbe pri ljudeh. S. aureus je v človeškem telesu prisoten predvsem v 
mozoljih, kot povzročitelja pa ga lahko izoliramo pri bakterijskih pljučnicah, osteomielitisu, 
meningitisu in artritisu (Madigan in sod., 2018). 
 
Večino bakterij lahko glede na sestavo celične stene razdelimo na po Gramu pozitivne in 
negativne bakterije (primer Slika 1). Med po Gramu pozitivne bakterije (G+) spadajo tiste, 
ki imajo debelo celično steno sestavljeno iz peptidoglikana. Za po Gramu negativne bakterije 
(G-) je značilna tanka plast peptidoglikana, katero obdaja zunanja membrana, ki vsebuje 
lipopolisaharid. Z dodatno zunanjo membrano pri po Gramu negativnih bakterijah, dobimo 
prostor med zunanjo in notranjo membrano, ki ga imenujemo periplazma. Številne študije 
so dokazale, da so po Gramu pozitivne bakterije odpornejše na nanodelce v primerjavi s po 
Gramu negativnimi. Med po G- vrste spada bakterija E. coli,  ki ima v celični steni plast 
lipopolisaharida debeline 1-3 µm in plast peptidoglikana debeline 8 nm. Takšna sestava 
bakterijske celične stene naj bi pripomogla k vstopu nanodelcev in sprostitvi ionov v celico. 
Med po G+ vrste spada bakterija S. aureus, ki ima v celični steni plast peptidoglikana 
debeline 80 nm, v katero je kovalentno vezana teihojska kislina. Prav zaradi debele plasti 
peptidoglikana so po G+ vrste manj občutljive na nanodelce. Celična stena je pri po G+ in G- 
bakterijah negativno nabita, vendar je zaradi prisotnosti lipopolisaharidov pri po G- 
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bakterijah bolj elektronegativna. Negativno nabite molekule na celični steni imajo večjo 




Slika 1: Primerjava bakterijskih celičnih sten (Slavin in sod., 2017). 
 
2.2 KOVINSKI NANODELCI 
 
Kovinski elementi kot so srebro, cink in baker so naravne protibakterijske učinkovine. 
Njihovo protimikrobno delovanje lahko povečamo tako, da zmanjšamo velikost na 
nanoskalo. Manjši delci (≤ 30 nm) imajo večje razmerje med površino in volumnom. Pri 
protibakterijskemu delovanju je pomembna tudi oblika nanodelcev, v splošnem pa 
mehanizem zajema vezavo na bakterijsko celico, uničenje celične stene in membrane ter 
sprostitev topnega ionskega dela in produkcijo ROS (primer Preglednica 1) (Seil in Webster, 
2012). O tem kako oblika nanodelcev vpliva na njihovo biološko aktivnost, je še vedno na 
voljo premalo informacij (Dakal in sod., 2016), zagotovo pa lahko trdimo, da z zmanjšanjem 
velikosti, zmanjšamo inhibitorno koncentracijo nanodelcev. Poleg zgoraj naštetih 
mehanizmov je za protimikrobno delovanje pomemben tudi zeta potencial. Negativno nabita 
bakterijska celična stena privablja nanodelce s pozitivnim zeta potencialom, kar olajša 
vezavo nanodelca na bakterijo in prehod v znotrajcelični prostor (Seil in Webster, 2012). 
Nanodelci z zeta potencialom med −30 in +30 mV imajo večjo koloidno stabilnost, medtem 
ko so nanodelci z majhnim zeta potencialom nagnjeni k aglomeraciji in flokulaciji (Joseph 
in Singhvi, 2019). Vezava nanodelcev na celično steno povzroča razpad celične stene in 
membrane, oksidativni stres ter poškodbe beljakovin. Poškodbe bakterijske celične stene in 
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membrane vodijo do izgube enormne količine vode in ionov iz citosola. Kovinski nanodelci 
se lahko vežejo na znotrajcelične beljakovine, encime in DNK. Vezava na beljakovine 
povzroča prekinitev dihalne verige, metabolnih poti, produkcije ATP in razmnoževanja 
(primer Slika 2) (Gold in sod., 2018). 
 
Ioni, ki jih nanodelci sproščajo v znotrajcelični prostor omogočajo nastanek kisikovih 
reaktivnih zvrsti (ROS) in prostih radikalov (primer Slika 2). Med ROS spadajo vodikov 
peroksid, hidroksilni radikal, superoksidni anion, hipoklorova kislina in kisik v singlet 
stanju. Nastanek ROS velja za enega od pomembnih prispevkov k protimikrobnemu 
delovanju kovinskih nanodelcev (Dakal in sod., 2016). Sproščeni ioni povzročajo 
peroksidacijo lipidov, spremembo beljakovin, inhibicijo encimov in poškodbe genetskega 
zapisa (Gold in sod., 2018). Količina sproščenih ionov kovinskih nanodelcev je odvisna od 
tipa medija. Več ionov se bo sprostilo v bogato bakterijsko gojišče kot v vodo 
(Kaweeteerawat in sod., 2017). Na protibakterijsko delovanje nanodelcev vpliva tudi pH 
gojišča (Sirelkhatim in sod., 2015). Za sesalske celice so kovinski nanodelci od 1 do 50-krat 
manj toksični v primerjavi s sproščenimi kovinskimi ioni (Chatterjee in sod., 2014).  
 
 
Slika 2: Različni mehanizmi protimikrobnega delovanja kovinskih nanodelcev (Shahzadi in sod., 2018). 
 
Nanodelci se v izhodnem materialu drugače obnašajo kot posamezni delci, ki izhajajo iz 
njega predvsem zaradi lastnosti, ki so povezane z nano velikostjo (Sirelkhatim in sod., 2015). 
Na lastnosti površine nanodelca lahko vplivamo z dodatkom različnih materialov. 
Prekrivamo jih lahko s polimeri, surfaktanti, ionskimi tekočinami ali z reducirajočimi 
reagenti. Za prekrivanje nanodelcev se najpogosteje uporabljata citrat in polivinilpirolidon 
(PVP), ki spada med polimere. Takšni prekrivajoči materiali se v industriji uporabljajo 
predvsem za zaščito nanodelcev pred okoljskimi dejavniki, pred oksidacijo, raztapljanjem 
ali agregacijo. Pri kovinskih nanodelcih lahko s takšnimi materiali že med samo sintezo 
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vplivamo na velikost in obliko nanodelcev, zavedati pa se moramo, da lahko kakršnikoli 
dodatki vplivajo na biološko aktivnost nanodelcev (Kubo in sod., 2018).  
 
2.2.1 Sinteza nanodelcev 
 
Nanodelci so lahko sintetizirani po fizikalni, kemijski ali biološki poti. Z izborom metode  
vplivamo na fizikalno-kemijske lastnosti, velikost, obliko in kristalno strukturo kovinskih 
nanodelcev (Stankic in sod., 2016). 
 
Nanodelci sintetizirani po fizikalni poti so pripravljeni tako, da izhodni material velikosti 
več mikrometrov z različnimi fizikalnimi metodami razbijemo na čim manjše delce. Primer 
fizikalne sinteze je mletje kalcijevega karbonata v nanodelce CaCO3.  
 
Kemijska sinteza zajema cepitev izhodnega materiala v molekularne ali ionske podenote, ki 
se nato s pomočjo reducirajočega reagenta oborijo do nanodelcev. Primer kemijske sinteze 
je raztapljanje srebrovega nitrata z dušikovo kislino (Stark in sod., 2015).  
 
Pri kemijski sintezi imamo največjo kontrolo na velikost nanodelcev (Sirelkhatim in sod., 
2015), vendar je fizikalna ali mehanska sinteza manj zahtevna in pogosto zagotavlja 
energetsko učinkovitejši postopek (Stark in sod., 2015).  
 
Pri biološki sintezi proizvajamo nanodelce s pomočjo rastlin ali mikroorganizmov. 
Biosinteza nanodelcev z uporabo rastlinskih ekstraktov je v nanotehnologiji ekonomična in 
okolju prijaznejša v primerjavi s kemijsko ali fizikalno sintezo. Rastlinske ekstrakte se v 
primerjavi z ostalimi biološkimi procesi lahko uporablja za sintezo nanodelcev na večji skali, 
saj nimamo opravka s celičnimi kulturami. Pri sintezi nanodelcev z rastlinami se izognemo 
toksičnim stranskim produktom, ki lahko nastajajo pri ostalih sinteznih poteh (Salem in sod., 
2015). Nanodelci sintetizirani po biološki poti imajo večjo katalitično reaktivnost in 
specifično površino. Slabosti biološke sinteze so nezmožnost vpliva na obliko in velikost 
nanodelcev ter počasna sinteza, ki lahko traja od nekaj ur do nekaj dni (Stankic in sod., 
2016).  
 
2.2.2 Uporabnost nanodelcev 
 
Organizmi smo sestavljeni iz celic, ki v povprečju merijo 10 µm in te so sestavljene iz 
beljakovinskih molekul velikosti 5 nm. Velikost beljakovinskih molekul je sorazmerna 
velikosti najmanjših poznanih nanodelcev, zato je uporabnost nanodelcev na nivoju celic 
zelo obetavna. Nanotehnologija se razvija na področju materialov, naprav in sistemov. 
Nanomateriali se lahko uporabljajo v optičnih in bioloških aplikacijah (Salata, 2004).  
 
V biologiji se nanodelci uporabljajo: 
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 Kot fluorescentni biološki označevalci  
 Za dostavljanje antibiotikov in genov 
 Za odkrivanje patogenov 
 Za detekcijo beljakovin 
 Pri tkivnem inženiringu 
 Kot sonde pri DNK sekvenciranju 
 Kot uničevalci tumorjev 
 Za izboljšanje MRI kontrasta 
 Pri fagokinetičnih študijah (Salata, 2004). 
Za detekcijo beljakovin se najpogosteje uporabljajo zlati nanodelci. Uporabljajo se v 
imunohistokemiji za identifikacijo interakcij med beljakovinami. Za boljšo detekcijo lahko 
nanodelce prekrijemo s hidrofilnimi oligonukleotidi, ki na enem koncu vsebujejo Ramansko 
barvilo, na drugem pa majhno prepoznavno molekulo. Pri tkivnem inženiringu se 
uporabljajo vsadki iz umetnih materialov z gladko površino, ki je neprimerna za pritrjevanja 
humanih celic in lahko vodi do zavrnitve vsadka. Če na površini vsadka ustvarimo različne 
vzorce nano velikosti, zmanjšamo možnost zavrnitve vsadka in povečamo vezavo 
osteoblastov, ki so odgovorni za rast kosti. Pri protirakavi terapiji uporabljajo fotodinamično 
metodo, ki temelji na uničenju rakavih celic s pomočjo nastanka atomskega kisika. Za 
nastanek citotoksičnega kisika uporabljajo različna barvila, ki uničujejo rakave celice, ker 
pa lahko molekule barvila, ki ne reagirajo z rakavimi celicami ostanejo v telesu in povzročajo 
bolezni kože in oči, lahko takšna barvila vežemo v porozne nanodelce in tako preprečimo 
njihovo difundiranje (Salata, 2004). 
 
Zaradi majhne velikosti se nanodelci uporabljajo kot označevalci različnih molekul. Poleg 
velikosti je pomembna tudi zmožnost vezave na biološke tarče. Za vezavo na biološke 
molekule jih prekrivamo z biološkimi snovmi kot so protitelesa in biopolimeri kot je 
kolagen. Tehnike optične detekcije se dandanes uporabljajo na različnih področjih, zato je 
pomembno, da imajo nanodelci fluorescenčne ali optične lastnosti. Nanodelce v komercialne 
namene uporabljajo predvsem kot sisteme za transport antibiotikov in genov do tarčnih 
molekul (Salata, 2004). 
 
Silicijevi nanodelci so najpogosteje sintetizirani nanodelci, medtem ko so srebrovi nanodelci 
največkrat v uporabi za potrošniške namene. Srebrove nanodelce lahko dodajamo v material 
ali na površino materialov in tako izboljšamo vzdržljivost izhodnega materiala. Najbolj 
obetavna aplikacija Ag, ZnO in CuO nanodelcev je na področju senzorjev, naprav za 
zaznavanje in katalize (Bondarenko in sod., 2013). 
 
Nanodelce silicijevega dioksida uporabljajo v industriji polimernih polnil, za izboljšanje 
trdnosti in vzdržljivosti materiala. Amorfni SiO2 se uporablja kot reološki dodatek pri 
različnih praških, dodaja se ga tudi v krmo za živali. V barvah so prisotni nanodelci 
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titanovega oksida, medtem ko so v kremah za sončenje poleg TiO2 prisotni tudi ZnO 
nanodelci, ki ščitijo našo kožo pred UV sevanjem. Dodajamo jih lahko na površine različnih 
materialov in tako preprečimo obrabo oziroma podaljšamo vzdržljivost materialov. Z 
dodatkom nanodelcev osnovnim materialom omogočimo absorpcijo UV sevanja, 
spremembo barve ali refleksije. Nanodelci so prisotni tudi v LCD ekranih, solarnih celicah, 
filtrih, avtomobilskih sedežih, samočistilnih steklih, gradbenih materialih, molekularni 
diagnostiki, … (Stark in sod., 2015). 
 
Nanodelci se lahko uporabljajo tudi kot zaščitni premazi pri ladjah. Če ZnO in SiO2 
nanodelce vežemo v epoksi, dobimo premaz, ki je odporen na različne okoljske dejavnike. 
V tekstilni industriji se za 1 kilogram blaga porabi kar 200 do 400 litrov vode. Odpadne vode 
vsebuje ostanke različnih barvil in organskih onesnažil, ki jih lahko odstranimo s heterogeno 
fotokatalizo. Heterogena fotokataliza je reakcija, ki poteka ob prisotnosti nanodelcev TiO2, 
ki delujejo kot katalizator. Nanodelce uporabljajo tudi v aeronavtiki in sicer v barvah, saj 
pripomorejo k ohranjanju povišane temperature v vesoljskih ladjah. Diamantni nanodelci se 
uporabljajo za oblikovanje mikroinjekcij (Santos in sod., 2015). 
 
Nanodelci se v živilski industriji uporabljajo v zelo nizkih koncentracijah, ki nimajo 
toksičnih učinkov na uporabnika. Uporabljajo se pri proizvodnji hrane, predelavi in 
embalaži, saj ohranjajo stabilnost pri visoki temperaturi in tlaku. Vplivajo na kakovost in 
varnost hrane. Uporaba nanotehnologije v živilski industriji je v groben razdeljena na dva 
sektorja, na  nanostrukturirane sestavine in nanosenzorje. Pri predelavi hrane se 
nanostrukture uporabljajo kot prehranski dodatki, nosilci za dostavo hranil, sredstva proti 
strjevanju, polnila za izboljšanje mehanske trdnosti, protimikrobne učinkovine in sredstva 
za povečanje dolgotrajnosti embalaže. Z nanosenzorji pa lahko zagotovimo boljšo kakovost 
in varnost hrane (Singh in sod., 2017). 
 
Zaradi velike površine in zmožnosti zadrževanja vlage je tekstil primerno okolje za rast 
mikroorganizmov. Primerne protimikrobne učinkovine, ki jih lahko vežemo v tekstil so 
kovinski nanodelci, citozin ali poliheksametilen bigvanid (PHMB). Takšno protibakterijsko 
blago je primerno v živilski industriji, za preprečevanje prenosa okužb in kvara hrane ter za 
zaščito delavcev pridelovalne industrije. Problem protibakterijskega tekstila je njegova 
vzdržljivost, saj lahko s prvim pranjem speremo vezane nanodelce. Spiranje nanodelcev iz 
tkanin lahko preprečimo tako, da tekstil pripravimo s plazemsko tehnologijo, s katero 
nanodelce stabiliziramo v tako imenovani zaščitni plasti. Pomembna aplikacija 
protibakterijskega blaga je tudi v zdravstvu, saj lahko tako zaščitimo širjenje okužb 
pacientov, zaščitimo zdravstvene delavce in preprečimo z zdravstvom povezane okužbe 
(Chadeau in sod., 2012). 
 
V Evropi je letno zabeleženih 8,9 milijonov z zdravstvom povezanih okužb (ECDC, 2018). 
Eden izmed ukrepov za preprečitev bolnišničnih okužb so tudi protimikrobni premazi. V 
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bolnišnicah za razkuževanje računalniške opreme in naprav najpogosteje uporabljajo 
detergente in razkužila, ki imajo različne stranske učinke. Z vezavo protimikrobnih sredstev 
na naprave in površine, ki se jih najpogosteje dotikamo, lahko preprečimo stranske učinke 
čistil in zagotovimo daljše protimikrobno delovanje (Green in sod., 2011). Material, ki je 
najpogosteje uporabljen v bolnišnicah je nerjaveče jeklo, saj je zelo vzdržen in za čiščenje 
enostaven material, vendar nima protimikrobnega delovanja. Spore Clostridium difficile in 
MRSA lahko na površinah iz nerjavečega jekla preživijo več kot 7 mesecev. Če na takšne 
površine vežemo kovinske nanodelce kot je naprimer baker lahko izboljšamo 
protibakterijsko delovanje površin in odstranimo prisotnost patogenov že po 2 urah. S 
takšnimi ukrepi lahko v prihodnje zmanjšamo število z zdravstvom povezanih okužb 
(Campos in sod., 2016).  
 
2.2.3 Srebrovi (Ag) nanodelci 
 
Srebro je naravni protibakterijski kovinski element, zato so ga kot protimikrobno sredstvo 
uporabljali že stari Grki in Egipčani. Za zdravljenje okužb so srebro uporabljali tudi v prvi 
svetovni vojni pred odkritjem antibiotikov (Bondarenko in sod., 2013). Srebrovi nanodelci 
so učinkovine s protibakterijskim, protiglivnim, protivnetnim, protivirusnim in protirakavim 
delovanjem (Gurunathan in sod., 2014). Učinkujejo proti več kot 650 mikroorganizmom. 
Srebrovi nanodelci v velikosti med 10 in 15 nm imajo večjo stabilnost, biokompatibilnost in 
povečan protibakterijski učinek, še posebej proti po Gramu negativnim bakterijskim vrstam, 
v primerjavi z nanodelci večjih velikosti. Nanodelci, dimenzij med 5 in 10 nm imajo tako 
bakteriostatične kot tudi baktericidne učinke tudi proti po Gramu pozitivnim in večkratno 
odpornim bakterijskim vrstam (Dakal in sod., 2016).  
 
Vezava Ag nanodelcev na molekule peptidoglikana (Mirzajani in sod., 2011) povzroča 
ireverzibilne poškodbe v celični steni, spremeni se integriteta celične stene kar posledično 
pripelje do skrčenja citoplazme in odstopa celične membrane. V celici lahko Ag nanodelci 
vplivajo na ribosome in preprečijo sintezo beljakovin (Dakal in sod., 2016), lahko se vežejo 
na znotrajcelične beljakovine, ki vsebujejo žveplo in na DNK, ki vsebuje fosfor. Vezava 
nanodelca na DNK vpliva na celično delitev in povzroča bakterijsko smrt (Seil in Webster, 
2012).  
  
Ioni, ki jih sprostijo nanodelci, povzročajo nastanek ROS in penetrirajo skozi membrano v 
znotrajcelični prostor (Gold in sod., 2018). Vežejo se na tiolne skupine v beljakovinah, 
natančneje na tiolne skupine v cisteinu in tako preprečijo delovanje encimov, vključno s 
respiratornimi encimi (Kubo in sod., 2018). Preprečijo lahko odvijanje bakterijske DNK in 
vplivajo na propustnost celične membrane (Chadeau in sod., 2010). Odgovor bakterijske 
celice na srebrove ione je kondenzacija bakterijske DNK in na račun takšnega obrambnega 
mehanizma je podvajanje bakterijskega genoma omejeno (Seil in Webster, 2012).  
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Koncentracija sproščenih Ag+ ionov je zelo nizka, zato na protibakterijski učinek istočasno 
vpliva tudi vezava srebrovih nanodelcev na membrano in zaviranje bakterijske rasti (Besinis 
in sod., 2014). Za razumevanje srebra moramo zato upoštevati tako mehanizme Ag 
nanodelcev kot tudi njihovih ionov ter njihov vpliv na bakterijsko celico. Tako Ag nanodelci 
kot ioni vplivajo na 3D strukturo bakterijskih beljakovin, saj omogočajo cepitev disulfidnih 
mostičkov (Dakal in sod., 2016).  
 
Glede na različne sintezne poti, dobimo nanodelce različnih oblik. Oblika nanodelca je eden 
izmed pomembnih dejavnikov, ki vpliva na fizikalno-kemijske (Dakal in sod., 2016) in 
protibakterijske lastnosti nanodelcev. Srebrovi nanodelci trikotne oblike imajo v primerjavi 
z okroglimi ali podolgovatimi nanodelci večjo baktericidno aktivnost, zato lahko nanodelce 
takšne oblike uporabljamo pri nižjih koncentracijah (Seil in Webster, 2012). Poleg oblike je 
pomemben tudi naboj nanodelca. Pozitiven naboj bo prispeval k boljši vezavi nanodelca na 
negativno nabito bakterijsko celično steno. Glavni mehanizmi Ag nanodelcev naj bi bila 
vezava nanodelcev na bakterijsko membrano in posledična izguba membranskega 
potenciala, zmanjšanje sinteze ATP ter preprečitev vezave tRNK na ribosome (primer 
Preglednica 1) (Dizaj in sod., 2014). 
 
Srebrovi nanodelci so komercialno najbolj razširjeni, najdemo jih v kozmetiki, oblekah, 
čevljih, detergentih, vodnih filtrih, telefonih, računalnikih, igračah, (Bondarenko in sod., 
2013) zobnih smolnih kompozitih, kostnemu cementu, zdravstvenih pripomočkih in beli 
tehniki (Kubo in sod., 2018). V medicini so srebrovi nanodelci prisotni kar v 75 % z 
nanodelci povezanimi produkti. Kombiniramo jih lahko z različnimi antibiotiki in tako 
omogočimo učinkovitejše zdravljenje okužb povzročenih s patogenimi bakterijami E. coli 
in S. aureus (Kubo in sod., 2018).  
 
Pri zdravljenju s srebrovimi nanodelci se pojavi problem kopičenja teh delcev v telesu in 
njihov vpliv na sesalske celice. Vseeno pa naj bi bila uporaba nanodelcev v majhnih 
koncentracijah optimalna, saj negativno deluje na bakterije in ne učinkuje na sesalske celice 
(Besinis in sod., 2014).  
  
Čeprav naj bakterije ne bi razvijale odpornosti proti nanodelcem so Kaweeteerawat in sod. 
(2017) dokazali ravno obratno. Bakterijske celice E. coli in S. aureus so 5 dni tretirali s Ag 
nanodelci in jih primerjali s kontrolo, ki ni bila izpostavljena subletalnemu odmerku 
nanodelcev. Dokazali so, da se je bakterijskim celicam, ki so bile predhodno izpostavljene 
Ag nanodelcem povečala minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) in minimalna 
baktericidna koncentracija (MBK). Dokazali so tudi, da lahko Ag nanodelci povečajo 
odpornost bakterij proti določenim antibiotikom (ampicilin, penicilin, kloramfenikol in 
kanamicin). Takšne študije so pomembne za razumevanje vpliva nanodelcev na okolje in 
razvoj večkratno odpornih bakterijskih sevov (Kaweeteerawat in sod., 2017).  
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2.2.4 Nanodelci cinkovega oksida (ZnO) 
 
Cinkov oksid je naravna protibakterijska učinkovina, ki zmanjšuje aktivnost številnih 
bakterijskih vrst.  Po Gramu pozitivne bakterijske vrste so dovzetnejše za protibakterijsko 
delovanje ZnO nanodelcev (Seil in Webster, 2012). Pri protibakterijski aktivnosti imata 
pomembni vlogi koncentracija in velikost ZnO nanodelcev. Na velikost in obliko nanodelcev 
vpliva sinteza nanodelcev. Poznamo številne oblike ZnO nanodelcev, od okroglih, paličastih 
do unikatnih struktur, ki so po obliki spirale, kletke, diska, rože, zvezde ali škatle. Vsaka 
nanostruktura ima svoje optične, električne in fizikalno-kemijske lastnosti. V bakterijsko 
celico lažje prehajajo paličaste ali cevaste, medtem ko ima največjo baktericidno aktivnost 
rožasta oblika (primer Preglednica 1) (Sirelkhatim in sod., 2015).  
 
Protibakterijsko aktivnost ZnO nanodelcev povečamo tako, da jih predhodno izpostavimo 
UV svetlobi, saj naj bi v vodnem mediju zaradi UV sevanja nastajale ROS. Med ROS, ki se 
sproščajo v vodni medij spadajo reaktivni hidroksilni radikali in superoksidni radikali, ki 
zaradi negativnega naboja ne morejo prehajati skozi negativno nabito bakterijsko celično 
steno, medtem ko lahko vodikov peroksid prosto prehaja v znotrajcelični prostor 
(Sirelkhatim in sod., 2015).  
 
Z vezavo ZnO nanodelcev na bakterijsko celično membrano in sprostitvijo ROS pride do 
nastanka jamice oziroma luknjice v membrani, kar vodi do bakterijske lize. Sprostitev ROS 
je povezana z velikostjo, obliko in kristalno strukturo ZnO nanodelcev. S povečanjem 
kristaliničnosti nanodelcev se zmanjšata nastanek ROS in sprostitev ZnO ionov (Gold in 
sod., 2018). Produkcija vodikovega peroksida je najučinkovitejši protibakterijski 
mehanizem. V primerjavi z ostalimi oksidi (MgO in CaO) ZnO v celici proizvaja največ 
vodikovega peroksida (Seil in Webster, 2012). Nastali vodikov peroksid potuje v bakterijsko 
celico in uničuje znotrajcelične organele (Gold in sod., 2018).  
 
Sproščeni Zn2+ ioni lahko poleg nastanka vodikovega peroksida vplivajo na številne procese 
v celici (Seil in Webster, 2012). Koncentracija sproščenih ionov naj bi bila odvisna tudi od 
velikosti, oblike, fizikalno-kemijskih lastnostih ZnO nanodelcev in od vrste gojišča 
(Sirelkhatim in sod., 2015). V celici lahko sproščeni ioni inhibirajo glikolizo, preprečijo 
prenos protona preko celične membrane, vplivajo na kislinsko toleranco bakterijske celice 
(Seil in Webster, 2012), inhibirajo aktivni transport in metabolizem aminokislin (primer 
Preglednica 1) (Sirelkhatim in sod., 2015). 
  
Sproščeni cinkovi ioni naj bi na bakterijo delovali bakteriostatično oziroma naj bi preprečili 
celično delitev, medtem ko naj bi cinkovi nanodelci delovali baktericidno oziroma 
povzročali bakterijsko smrt. Poleg zgoraj naštetih protibakterijskih mehanizmov ostali 
učinki, ki jih povzročajo ZnO nanodelci, še niso v celoti poznani (Seil in Webster, 2012).  
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Čeprav je cink esencialni element za bakterijske celice, lahko v povišanih koncentracijah 
prepreči delovanje številnih bakterijskih encimov kot so NADH dehidrogenaze, 
tiolperoksidaze in glutation reduktaze. Pri E. coli se lahko ZnO nanodelci vežejo na 
znotrajcelične beljakovine, ki vsebujejo žveplo in na makromolekule kot je DNK ter 
povzročajo nepopravljive poškodbe (Kumar in sod., 2011).  
 
Številne študije poročajo, da ZnO nanodelci niso toksični za sesalske celice, zato se jih lahko 
uporablja pri različnih aplikacijah. Uporabljajo se predvsem v živilski industriji in sicer pri 
pakiranju hrane, saj lahko preprečijo rast patogenih bakterij in posledično kvarjenje hrane 
(Sirelkhatim in sod., 2015). Preprečijo lahko vezavo in prehod enterotoksigene E. coli v 
enterocite. Vezava ZnO nanodelcev na biomedicinske površine zmanjšuje pritrjevanje in rast 
mikroorganizmov (Salem in sod., 2015). ZnO nanodelci imajo katalitične in fotokemične 
lastnosti, zato se uporabljajo kot UV protektorji v kozmetiki, ker pa je ZnO skoraj netopen 
pride do takojšne aglomeracijo nanodelcev, zato moramo skupke pred samo uporabo razbiti 
(Sirelkhatim in sod., 2015).  
 
2.2.5 Bakrovi (Cu) nanodelci 
 
Baker velja za esencialni element pri metabolizmu rastlin in živali, saj je sestavni del pri več 
kot 30 različnih beljakovinah. Prekomerna količina bakra v človeškem telesu vodi do 
nastanka toksičnih radikalov, ki jih iz telesa odstranjujemo s posebnim encimom 
imenovanim bakrov adenozin trifosfat, ki vzdržuje bakrovo homeostazo (Sánchez-Sanhueza 
in sod., 2016).  
 
Baker je naravna protibakterijska učinkovina, ki zavira rast tako po Gramu pozitivnih kot po 
Gramu negativnih bakterijskih vrst. Protimikrobni učinek bakrovih nanodelcev je večji na 
po G+ kot na po G- bakterije (Seil in Webster, 2012). Lastnost, ki daje bakru takšno 
protibakterijsko učinkovitost je zmožnost oddajanja in sprejemanja elektronov. Vpliv na 
protibakterijski učinek ima oblika in velikost Cu nanodelcev. Poznamo različne oblike Cu 
nanodelcev kot je okrogla, kvadratna oblika ali oblika igle. Največjo aktivnost imajo delci 
velikosti med 1 do 10 nm, saj lahko poleg poškodb na celični steni in membrani, prehajajo 
v bakterijsko celico in delujejo na žveplove in fosfatne makromolekule (Sánchez-Sanhueza 
in sod., 2016).  
 
Bakrovi nanodelci naj bi se na bakterijski površini raztopili in prehajali v celico. Stres, ki ga 
nanodelci povzročajo na membrani vodi do izgube membranskega potenciala, enormnih 
količin vode in ionov ter poškodb v membrani. Mehanizem protibakterijskega delovanja 
bakrovih nanodelcev naj bi bila tudi inaktivacija beljakovin preko tiolne skupine (Seil in 
Webster, 2012). Povzročajo tudi poškodbe v bakterijski genomski in plazmidni DNK, kar 
onemogoča prenos rezistenčnih genov med bakterijsko populacijo (primer Preglednica 1) 
(Sánchez-Sanhueza in sod., 2016).  
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Sproščanje Cu2+ ionov vodi do nastanka ROS kot je (Harikumar, 2016) hidroksilni radikal. 
Hidroksilni radikali povzročajo izločanje železa iz železo-žveplovih klastrov, tekmujejo 
lahko z različnimi kovinskimi ioni kot je cink, uničujejo membrano, povzročajo denaturacijo 
DNK in blokirajo celično respiracijo (Sánchez-Sanhueza in sod., 2016).  
 
Če E. coli izpostavimo MBK Cu nanodelcev, pride do povišanja ROS in oksidacije 
beljakovin, kar prispeva k bakterijski smrti (Chatterjee in sod., 2014). Odgovor bakterijske 
celice na visoke koncentracije bakrovih nanodelcev je povečano izločanje bakra z »efflux« 
črpalkami, nepropustnost zunanje in notranje bakterijske membrane in odstranjevanje 
bakrovih beljakovin (Sánchez-Sanhueza in sod., 2016). Bakrovi nanodelci lahko preprečijo 
delitev bakterijskih celic E. coli in nastanek filamentov. Poškodbe, ki nastanejo zaradi 
prisotnosti bakrovih nanodelcev, bakterija popravi z aktivacijo SOS odziva. Med geni, ki 
kodirajo SOS odziv je tudi beljakovina SulA, ki blokira nastanek FtsZ obroča, ki je 
pomemben za delitev celice. Odgovor bakterijske celice na poškodbe DNK naj bi povzročal 
nastanek filamentov, ampak so Chatterjee in sod. (2014) pokazali, da nastanek filamentov 
ni povezan s SOS odzivom. Filamenti bakterijskih celic nastanejo zaradi depolarizacije 
celične membrane, ki prepreči aktivacijo »Min« mesta in ta lokalizacijo FtsZ obroča 
(Chatterjee in sod., 2014).  
 
Negativna lastnost Cu nanodelcev je hitra oksidacija na zraku, zato je sinteza Cu nanodelcev 
zapletena in poteka v odsotnosti kisika (Harikumar, 2016). Hitro oksidacijo lahko 
preprečimo tako, da jih prekrijemo z molekulami želatine. Takšni nanodelci imajo večjo 
sposobnost vezave in prehoda v bakterijo (Chatterjee in sod., 2014). Baker se lahko med 
proizvodnjo in skladiščenjem oksidira do CuO in Cu2O ter naprej do Cu
2+ ionov (Sánchez-
Sanhueza in sod., 2016). Kisik povzroča tudi aglomeracijo nanodelcev in posledično 
zmanjšane protibakterijske aktivnosti (Harikumar, 2016).  
 
Bakrovi nanodelci se v medicini uporabljajo kot čistilci medicinskih instrumentov, za 
dezinfekcijo vode in v prehranski industriji. Njihova uporaba v različnih panogah je možna 
predvsem zaradi nizke cene (Godymchuk in sod., 2015). Vgradimo jih lahko v različne 
polimere in tako povečamo njihovo stabilnost. Primer polimera, ki se ga lahko uporablja v 
takšnih nanokompozitih je alginat, ki že sam po sebi posreduje protibakterijsko aktivnost 
(Harikumar, 2016). Cu nanodelci se lahko uporabljajo tudi v zobozdravstvu, in sicer se 
predvsem uporabljajo za dezinfekcijo zobnih koreninskih sistemov ter pri nanokompozitih s 
citozinom (Sánchez-Sanhueza in sod., 2016).  
  
2.2.6 Nanodelci silicijevega dioksida (SiO2) 
 
Protibakterijski učinek nanodelcev SiO2 se prav tako poveča z zmanjšanjem velikosti na 
nano velikost in s povečanjem površine. Na protibakterijski učinek vpliva tudi oblika 
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nanodelcev. Nanodelci silicijevega dioksida v obliki žičke vplivajo na celične funkcije kot 
so celična delitev, adhezija in diferenciacija (primer Preglednica 1) (Dizaj in sod., 2014). 
Najučinkovitejše naj bi delovali pri velikosti med 7 in 14 nm. Najpomembnejša lastnost, ki 
vpliva na učinkovitost delovanja nanodelcev, je topografija površine (Besinis in sod., 2014). 
Z vezavo nanodelcev SiO2 na različne površine kot so medicinski pripomočki, katetri ali 
vsadki, spremenimo topografijo površine in tako vplivamo na vezavo bakterij in nastanek 
biofilmov. Topografija površine na katere vežemo nanodelce je tako pomembna na mikro in 
nanoskali, saj vplivamo na delovanje, pritrjevanje, razmnoževanje in orientacijo celic 
(Cousins in sod., 2007). Nanodelci silicijevega dioksida nimajo toksičnih mehanizmov 
delovanja, ampak delujejo proti nastanku biofilmov, saj preprečijo vezavo bakterij na 
površino in njihovo širjenje (Besinis in sod., 2014).  
 
Z modifikacijami nanodelcev, kot je vezava antibiotikov na površino nanodelcev, 
spremenimo kemično strukturo in površino nanodelca, podaljšamo sproščanje antibiotikov 
in omogočimo zaščiteno interakcijo med obolelim tkivom in zdravilom. Nanodelci, ki se 
lahko uporabljajo pri takšnih modifikacijah so nanodelci SiO2. Prednosti takšnih sistemov 
so nezmožnosti razgradnje antibiotika in razvoja bakterijske odpornosti. Koncentracija 
antibiotika, ki je v stiku z vnetnim mestom je večja v primerjavi s konvencionalno uporabo 
(Camporotondia in sod., 2013).  
 
Nanodelce silicijevega dioksida lahko za večjo protibakterijsko aktivnost kombiniramo s Ag 
nanodelci. Takšni nanokompoziti delujejo proti številnim mikroorganizmom, lahko se 
uporabljajo za dezinfekcijo vode ter v medicini in farmaciji (Dizaj in sod., 2014).  
 
Nanodelci SiO2, sami po sebi ne posredujejo škodljivih protibakterijskih mehanizmov. S 
spremembo površine nanodelcev lahko takšne nanodelce uporabljamo kot protibakterijske 
in protiglivne učinkovine. Površino nanodelcev silicijevega dioksida lahko spreminjamo z 
vezavo encimov kot je lizocim, ki lahko razgrajuje bakterijsko celično steno (Camporotondia 
in sod., 2013).  
 
Nanodelce silicijevega dioksida lahko vežemo na različne materiale med njimi tudi na 
bioaktivno keramiko in bioaktivno steklo. Bioaktivno steklo z nanodelci silicijevega 
dioksida posreduje protimikrobno delovanje, saj začnejo nanodelci ob prisotnosti vode ali 
drugih tekočin sproščati ione. Bioaktivna keramika na katero vežemo SiO2 nanodelce se 
začne v stiku s tekočino raztapljati kar privede do povišanja pH, ki poleg sproščenih SiO2 
ionov zavira bakterijsko rast (Camporotondia in sod., 2013). Hitrost raztapljanja nanodelcev 
silicijevega dioksida v vodnem mediju je počasna in odvisna od površine, površinske 
hidracije (Si-OH), pH, temperature in velikosti nanodelcev (Cousins in sod., 2007).  
 
Nanodelci SiO2 naj bi preprečili pritrjevanje in rast Candida albicans ter nastanek biofilmov. 
Cousins in sod. (2007) so dokazali, da z vezavo nanodelcev SiO2 velikosti med 7 in 14 nm 
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preprečimo vezavo kvasovke na površino in nastanek biofilmov. Spremeni se morfologija 
kvasovke, preprečena je sinteza hif in posledično formulacija zrelega biofilma. Poleg tega 
so celice, ki so vezane na takšno površino enostavno odstranjene s spiranjem (Cousins in 
sod., 2007).   
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Preglednica 1: Primerjava kovinskih nanodelcev glede na obliko, mehanizem in protibakterijski učinek 
(Besinis in sod., 2014; Dakal in sod., 2016; Dizaj in sod., 2014; Gold in sod., 2018; Harikumur, 2016; Kubo in 
sod., 2018; Sánchez-Sanhueza in sod., 2016; Seil in Webster, 2012; Sirelkhatim in sod., 2015).  





Ag nanodelci G-* Trikotna oblika –  
najbolj baktericidna. 
- Vezava na celično steno in 
beljakovine, ki vsebujejo 
žveplo in fosfor (DNK),                             
- Sprostitev Ag + ionov 
(vezava na tiolne skupine v 
beljakovinah),              - 
ROS***. 
ZnO nanodelci G- in G+ **(dovzetnejše) Paličasta oblika –  
najlažje prehaja v 
celico 
Rožasta oblika  – 
najbolj baktericidna. 
- Vezava na celično steno, 
- ROS*** (povečana 
sprostitev ob UV sevanjem), 
- Zn2+ ioni – inhibicija 
glikolize in prenosa 
H+*****, vpliv na kislinsko 
toleranco, aktivni transport 
ter metabolizem 
aminokislin. 
Cu nanodelci G- in G+ (dovzetnejše)  -Vezava na celično steno in 
beljakovine preko tiolne 
skupine                     - 
Poškodbe DNK,                -  
Sprostitev Cu2+  vodi do 
nastanka ROS*** (•OH),                             
- •OH**** poveča izločanje 
železa, uničuje membrano, 
denaturira DNK in 
onemogoča celično 
respiracijo. 
SiO2 nanodelci / Oblika žičke – vpliva 




Ne deluje protimikrobno, 
ampak prepreči vezavo 
bakterij na površino in 
posledično nastanek 
biofilmov. 
*G- – Po Gramu negativne bakterijske vrste; **G+ – Po Gramu pozitivne bakterijske vrste; ***ROS – Kisikove 
reaktivne zvrsti, ****•OH – Hidroksilni radikal, *****H+ – Proton  
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2.2.7 Protibakterijski učinek kovinskih nanodelcev na rast in razvoj bakterijskega 
biofilma 
 
V naravi številni mikroorganizmi ne obstajajo v prostoživeči obliki, ampak se raje združujejo 
in formirajo v kompleksne skupnosti, ki jih imenujemo biofilm. Biofilm nastane takrat, ko 
bakterije opustijo planktonsko življenje in se pritrdijo na naravno ali umetno površino 
(Wolska in sod., 2015). Sprememba planktonskih celic v statično obliko je pogojena z 
različnimi signali in dejavniki iz okolja. Takšni dejavniki so primerna površina, povečanje 
koncentracije zunajceličnega železa ali feritina in prisotnost indola, ki spodbujajo nastajanje 
biofilma po Gramu negativnih bakterij. Prisotnost poliaminov, kalcija in žolčnih soli 
spodbudijo nastajanje biofilma bakterije S. aureus. Bakterije prepoznavajo okoljske signale 
preko senzoričnih sistemov, ki so ponavadi dvokomponentni in preko cikličnega digvanozin 
monofosfata (c-di-GMP). Dvokomponentni sistemi so običajno vključeni pri sintezi 
komponent zunajceličnega matriksa. c-di-GMP posreduje pretvorbo iz planktonske v 
statično obliko, saj prepreči rast bička ter posledično mobilnost bakterije (Markowska in 
sod., 2013).  
 
Biofilmi so lahko sestavljeni iz mikroorganizmov enake vrste, vendar so v naravi 
najpogosteje sestavljeni iz različnih bakterijskih vrst. Tako po Gramu pozitivne kot tudi po 
Gramu negativne bakterije tvorijo biofilme (Wolska in sod., 2015). Najpogostejše bakterije, 
ki povzročajo okužbe pri ljudeh in tvorijo biofilme so Enterococcus faecalis, Staphylococcus 
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus viridans, Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae, Proteus mirabilis in Pseudomonas aeruginosa (Markowska in sod., 2013). 
Nastanejo lahko na medicinskih pripomočkih, katetrih ali umetnih vsadkih. Mikroorganizmi 
v biofilmu imajo številne prednosti v primerjavi s planktonsko obliko prav zaradi 
metabolnega sodelovanja med bakterijami. Bakterije v biofilmu so odpornejše proti 
dezinfekcijskim sredstvom, antibiotikom in človeškemu imunskemu odzivu. Biofilmi so 
oviti v zunajcelični matriks sestavljen iz polisaharidov, beljakovin in zunajcelične DNK. 
Nizka difuzija antibiotikov skozi polisaharidni matriks, zaznavanja kvoruma in aktivno 
črpanje protibakterijskih učinkovin, so različni mehanizmi, ki prispevajo k večji odpornosti 
biofilmov (Wolska in sod., 2015). Zreli bakterijski biofilm ima zapleteno arhitekturo, 
bakterije so med seboj povezane s kanalčki preko katerih si izmenjujejo hranila in presnovne 
produkte ter tako ustvarjajo okolje primerno za življenje (Markowska in sod., 2013). Celice 
v biofilmu komunicirajo preko zaznavanja kvoruma in si lahko v takšnem okolju izmenjujejo 
genetski material (Donlan, 2002). Biofilm ni uniformna struktura, saj se v njem vzpostavi 
gradient kisika in hranil, kar vodi v diferenciacijo celic (Wolska in sod., 2015). Bakterijske 
celice se lahko v biofilmu diferencirajo v perzistentne celice (Bueno, 2011), ki povzročajo 
kronične okužbe pri ljudeh. Takšne celice lahko preživijo daljšo izpostavitev antibiotikov in 
se izločajo iz zrelega biofilma ter razširijo na ostale organe (Markowska in sod., 2013).  
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Prav zaradi okrnjenega poznavanja učinkovin, ki delujejo proti bakterijskim biofilmom je 
iskanje novih alternativnih pristopov nujno (Markowska in sod., 2013). Nanodelci se lahko 
v biofilmu prenašajo po vodnih in hranilnih kanalih ali porah in tako razpršijo po celotnem 
biofilmu ter preprečijo nadaljnjo rast (Shi in sod., 2016). Srebrovi nanodelci se uporabljajo 
predvsem na področju medicine, saj preprečijo nastanek bakterijskih biofilmov v katetrih in 
na različnih medicinskih pripomočkih. Vezava nanodelcev ZnO na različne materiale 
prepreči nastanek po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterijskih biofilmov 
(Wolska in sod., 2015). Silicijevi nanodelci preprečujejo nastanek biofilmov v ustni votlini 
(Besinis in sod., 2014). Biofilme lahko odstranimo tudi z vezavo nanodelcev v premaze ali 
barve, ki ščitijo različne površine (Markowska in sod., 2013). V primeru nastanka agregatov 
nanodelcev pride do zmanjšanja protibakterijskega delovanja, saj se njihova velikost poveča 
tudi za 40-krat. S povečanjem velikosti pride do zmanjšanja difuzije nanodelcev (Wolska in 
sod., 2015). Bakterije v biofilmu zaznavajo okoljske spremembe, ki lahko privedejo do 
spremembe iz statične, nazaj v planktonsko obliko življenja (Markowska in sod., 2013). 
 
S. aureus je bakterija, ki je prisotna vsepovsod. Bakterija kolonizira, kar 20 do 25 % človeške 
populacije. Površina stafilokoknega biofilma je sestavljena iz več plasti, ki so obdane s 
sluzjo, sestavljeno iz teihojske kisline in bakterijskih beljakovin. V Združenih državah 
Amerike predstavljajo biofilmi S. aureus 25 % umrljivost pri hospitaliziranih bolnikih. 
Bolezni, ki jih povzročajo takšni biofilmi, so bolezni kosti, kronične okužbe ran, 
endokarditis, osteomielitis in periodontitis. Povzroča okužbe medicinskih pripomočkov kot 
so ortopedski in kozmetični vsadki. Stafilokokni biofilmi so odporni tudi na gostiteljev 
imunski odziv (Wolska in sod., 2015).  
 
E. coli je prevladujoča fakultativna anaerobna bakterija v prebavnem traktu. Za nastanek 
biofilma E. coli potrebujemo adhezine, fimbrije, polisaharide, acetilglukozamine in 
lipopolisharide. Molekule acetilglukozamina so pomembne pri prehodu iz planktonske v 
statično obliko. Adhezini in fimbrije pa omogočajo pritrjevanje celice na površino. Okužbe, 
ki jih povzročajo E. coli, so predvsem zaradi uživanja kontaminirane hrane. Najhujše 
okužbe, ki jih povzročajo so okužbe urinalnega trakta in prostate (Wolska in sod., 2015).  
 
2.2.8 Metode za analizo protibakterijske aktivnosti ionov in kovinskih nanodelcev 
 
2.2.8.1 Merjenje optične gostote (OD600) 
 
Merjenje OD600 planktonskih bakterij v gojišču je enostavna metoda, saj izmerjena optična 
gostota običajno sovpada s koncentracijo bakterij v vzorcu (Seil in Webster, 2012). 
Izmerjeno absorbanco ozadja, ki je v našem primeru gojišče TSB označimo z I0, medtem ko 
izmerjeno absorbanco vzorca označimo z I1. OD600 je logaritmično razmerje med intenziteto 
svetlobe, ki pada na material in svetlobo, ki se prenaša skozi material ter jo lahko izračunamo 
z enačbo (1) (Meredith in Massey, 1977). 
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𝑂𝐷 =  log10
𝐼0
𝐼1
                                                                                                                                               …(1) 
 
Prednosti in slabosti metode, so prikazane v Preglednici 2. 
 
2.2.8.2 Štetje bakterijskih kolonij na trdem gojišču (CFU) 
 
Ena izmed najpogosteje uporabljenih metod za določanje bakterijske rasti je preko štetja 
nastalih bakterijskih kolonij na trdem gojišču (CFU oz. »colony forming unit«). Z metodo 
štetja kolonij na trdem gojišču dobimo kvantitativne rezultate, saj kolonije, ki zrasejo na 
agarskih ploščah predstavljajo žive bakterije. Ne glede na specifičnost in učinkovitost 
metode, je izvajanje metode dolgotrajno (primer Preglednica 2). Metode ne moremo 
uporabljati pri bakterijah, ki jih ne znamo gojiti (Kadiyala in sod., 2018). 
 
2.2.8.3 Metabolni test XTT 
 
Test XTT so leta 1988 prvič opisali Scudiero in sodelavci kot učinkovito metodo za merjenje 
celične rasti in občutljivosti tumorskih celic na antibiotično zdravljenje (XTT cell 
proliferation assay kit – ATCC, 2011). S testom XTT lahko izmerimo celično metabolno 
aktivnost bakterij, preko katere lahko določimo živost v vzorcu. Količina formazana je 
proporcionalna številu živih bakterijskih celic, saj le te sintetizirajo encim reduktazo, ki cepi 
XTT v formazan. Spremembe koncentracij obarvanega produkta določimo preko izmerjene 
absorbance pri valovni dolžini 475 nm (Seil in Webster, 2012). Detekcijo testa XTT lahko 
povečamo z dodatkom aktivacijskega reagenta PMS (XTT cell proliferation assay kit – 
ATCC, 2011). Prednosti in slabosti metode so prikazane v Preglednici 2. 
 
2.2.8.4 Metode inhibicijskih con 
 
Premer inhibicijske cone se najpogosteje uporablja kot klinični test za merjenje občutljivosti 
na antibiotike. Protimikrobne učinkovine so impregnirane na diske, ki jih postavimo na 
inokulirane agarske plošče. Učinkovite protimikrobne snovi preprečijo rast ali ubijejo 
bakterije, zato okrog diska nastane prozorna cona. Čeprav je ta metoda standardizirana, nam 
poda le kvalitativne rezultate. Učinkovitost testa je odvisna od difuzije protimikrobne 
učinkovine v agar, zato je metoda primerna za majhne molekule kot so antibiotiki in manj 
za velike nanodelce. Problem pri majhnih nanodelcih je tudi aglomeracija nanodelcev, ki 
vodi do povečanja velikosti in posledično manjše difuzije (primer Preglednica 2) (Kadiyala 
in sod., 2018).  
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2.2.8.5 Ugotavljanje preživetja celic z »LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity« testnim 
kompletom 
 
Pri testu uporabljamo kombinacijo dveh celičnih barvil (Seil in Webster, 2012). Zeleno 
fluorescenčno barvilo kalcein-AM obarva žive sesalske celice zaradi aktivnosti 
znotrajceličnega encima esteraze, medtem ko nam rdeče fluorescenčno barvilo, etidijev 
homodimer-1 obarva mrtve celice zaradi poškodb v plazemski membrani (TFS, 2005). Po 
barvanju lahko celice analiziramo s spektrofotometrom ali s fluorescenčnim mikroskopom. 
S testom »LIVE/DEAD« dobimo kvantitativne in kvalitativne podatke o živih in mrtvih 
celicah v testiranem vzorcu (Seil in Webster, 2012). Prednosti in slabosti metode so 
prikazane v Preglednici 2. 
 
2.2.8.6 Barvanje s kristal vijoličnim barvilom 
 
Kristal vijolično barvilo oz. heksametil pararosanilin klorid se uporablja za histološka 
barvanja ter kot eno od barvil pri metodi barvanja po Gramu. Uporablja se tudi za detekcijo 
bakterijskih biofilmov, saj obarva debelo plast peptidoglikana pri po Gramu pozitivnih in 
tanko plast peptidoglikana pri po Gramu negativnih bakterijah ter zunajcelične molekule 
biofilma. Količina vezanega barvila v biofilmu je proporcionalna količini biomase biofilma. 
Po inkubaciji bakterijskih biofilmov s kristal vijoličnim barvilom sledi spiranje nevezanega 
barvila. Vezano barvilo odstranimo iz celic s topilom, količino sproščenega barvila izmerimo 




Pri transmisijski elektronski mikroskopiji (TEM) potuje snop elektronov skozi vzorec. 
Tehnika se uporablja za spremljanje morfologije vzorcev, je ena izmed najprimernejših 
metod za določanje oblik in velikosti nanodelcev. TEM je glavna analitična metoda v 
fizikalni, kemijski in biološki znanosti (Nasrollahzadeh in sod., 2019). Vrstična elektronska 
mikroskopija (SEM) je ena izmed najpogostejših metod za slikanje mikrostruktur in 
morfologij materialov. Pri SEM seva elektronski žarek z nizko energijo na površino 
materiala, ko snop elektronov vstopi v material pride do oddajanja fotonov in elektronov. 
Nastala slika vzorca temelji na tem, da različni deli vzorca oddajajo različno količino 
elektronov (Omidi in sod., 2017). Slike, ki jih dobimo s SEM imajo značilno 
tridimenzionalno obliko in se najpogosteje uporabljajo za raziskave površin in struktur (Ma 
in sod., 2006). 
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2.2.8.8 Masna spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) 
 
Masna spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo je danes najbolj razširjena metoda za 
določanje koncentracij kovin ali bioloških anorganskih vzorcev. ICP-MS je visoko 
občutljiva analiza, pri kateri lahko določimo količino iskanega elementa v ppm enotah 
(Godfrey in Glass, 2011). Vzorce pred ICP-MS analizo lahko za zanesljivejše in natančnejše 
rezultate (Barberá in sod., 2003) predhodno ločimo s HPLC metodo. Kvantifikacija količine 
kovin v vzorcu se določa s korelacijo števila kovinskih izotopov izmerjenih z določenim 
instrumentom in z znanimi koncentracijami kalibracijskih raztopin ICP-MS (Godfrey in 
Glass, 2011).  
 
Preglednica 2: Primerjava metod, ki se najpogosteje uporabljajo pri kvantifikaciji bakterijske viabilnosti (Seil 
in Webster, 2012). 
     Analiza/metoda Prednosti Slabosti 




Naprave za štetje bakterijskih 
kolonij 
 
Visoka natančnost Visoka cena naprav 
Štetje bakterijskih kolonij na 
agarskih ploščah  
Visoka natančnost Izračun CFU/mL*, ampak ne 
natančen izračun celične populacije, 
časovno dolga metoda, veliko 
materialov za enkratno uporabo, 
celice moramo odstranit iz površine 
za nadaljnje analize 
 





metoda ni primerna za planktonske 
celice 
 




interpretacija živih in mrtvih 
celic 
Visoka cena reagentov, 
fluorescenčni čitalec mikrotitrskih 
plošč, fluorescenčni mikroskop 
 
Metabolni test XTT Merjenje celične živosti Potrebujemo spektrofotometer, 
visoka cena reagentov 
*CFU/mL – Število bakterijskih kolonij v 1 mL vzorca   
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3 MATERIAL IN METODE  
 
Praktični del magistrske naloge je potekal na Odseku F6 na Inštitutu »Jožef Stefan«, kjer se 
med drugim ukvarjajo s pripravo plazemsko-podprtih protimikrobnih nanosov, ki vsebujejo 
kovinske nanodelce na različnih biomaterialih in tekstilih, uporabnih v medicini. Tovrstni 
nanosi so pripravljeni v tako imenovani »sendvič« tehniki, pri kateri so kovinski nanodelci 
ujeti med dve tanki plasti, ki omogočata kontrolirano sproščanje topnih kovinskih ionov in 
ne samih nanodelcev. Pri takšni aplikaciji protimikrobni učinek nanodelcev izvira predvsem 
iz sproščanja ionov v tekočino, ker pa povezava med koncentracijo nanodelcev v zaščitni 
plasti in sproščenimi ioni v tekoči medij še ni poznana, smo se odločili, da testiramo 
protimikrobno učinkovitost ionov kovinskih nanodelcev na dveh bakterijskih vrstah, njihovo 
delovanje in koncentracijo sproščenih ionov. 
 
Pri izvajanju praktičnega dela (primer Slika 3) smo striktno upoštevali aseptične tehnike dela 
v mikrobiološkem laboratoriju in uporabljali primerno zaščitno opremo. 
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Slika 3: Shematski prikaz praktičnega dela magistrske naloge.  
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3.1.1 Testni organizmi 
 
Vzorce kovinskih nanodelcev in sproščenih ionov smo pri raziskovalnemu delu testirali na 
dveh bakterijskih vrstah, na po Gramu pozitivni bakteriji Staphylococcus aureus in po 
Gramu negativni bakteriji Escherichia coli ter na celicah mišjih fibroblastov (primer 
Preglednica 3). 
 
Preglednica 3: Laboratorijski testni organizmi. 
      Testni organizmi                             Sev                                               Proizvajalec 
Escherichia coli ATCC® 25922™ American Type Culture 
Collection 
Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ American Type Culture 
Collection 
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Preglednica 4: Laboratorijski materiali. 
      Materiali                                           Sestava/velikost                                              Proizvajalec 
Tripton-soja bujon 500 g / (kazein prebavljen skozi trebušno 
slinavko 15 g/L, encimsko razgrajena sojina 
zrna 5 g/L, NaCl 5 g/L, dikalijev hidrogen 
fosfat 2.5 g/L, glukoza monosaharid 2,5 





500 g/ (kislinsko razgrajen kazein 17,5 g/L, 
goveji izvleček 2 g/L, škrob 1,5 g/L, agar 17 
g/L)/ pH 7,3 pri 25°C 
Liofilchem 
Mueller-Hinton agar 500 g/ (glukoza, natrijev piruvat, brez 
esencialnih aminokislin in fenol rdeče, z 
dodatkom 5% FBS, 1m mM/L L-glutamina, 
100 U/mL penicilina in 50 mg/ml 
gentamicina) 
VWR  
Osnovno esencialo gojišče 500 g/ (glukoza, natrijev piruvat, brez 
esencialnih aminokislin in fenol rdeče, z 
dodatkom 5% FBS*, 1m mM/L L-glutamina, 
100 U/mL penicilina in 50 mg/ml 
gentamicina) 
Life Technologies 
10 % FBS*   
Natrijev klorid 1 kg Thermo Fisher 
Scientific 
Fosfatni pufer 500 g Sigma-Aldrich 
99 % metanol 2,5 L Alfa Aesar by 
Thermo Fischer 
Scientific 
Absolutni etanol 1 L Merc Milipore 
HMDS* 500 mL Acros Organics 
Glutaraldehid 10 mL Sigma-Aldrich 
Kristal vijolično barvilo  Sigma-Aldrich 
Mešanica XTT*** Mešanica 5 ml XTT reagenta in 100 µl 
aktivacijskega reagenta (vezavni elektronski 
reagent) 
Roche 
Reagent PrestoBlue ®   Life Technologies 
»LIVE/DEAD« komplet za 
celično 
viabilnost/citotoksičnost 
 Thermo Fisher 
Scientific 
**HMDS – heksametildisilizan, *FBS  – fetalni goveji serum, ***XTT – metabolni test 
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Preglednica 5: Laboratorijski pripomočki. 
     Materiali Model/velikost Proizvajalec 
Spatula   
Pinceta   
Cepilna zanka   
Drigalski spatula   
Erlenmajerica   
Steklenice primerne za 
avtoklaviranje 
1 L  
Gorilnik   
Centrifugirke 15 mL VWR 
Centrifugirke 50 mL Eppendorf 
Mikrocentrifugirke 1,5 mL ISOLAB 
Ultracentrifugirke Ultra - 4, 4 mL Amicon ® 
Mikrotitrska ploščica 96-well BRAND plates ®  
Mikrotitrska ploščica 24 lukenj Thermo Fisher Scientific 
Petrijeve plošče 90 mm LLG 
Diski Grade AA DISCS, 6 MM Whatman  
Polimerni diski   
Ag nanodelci < 100 nm 
20-30 nm 




Cu nanodelci 40-60 nm Sigma-Aldrich 
ZnO nanodelci < 50 nm Sigma-Aldrich 
SiO2 nanodelci 5-15 nm  Sigma-Aldrich 
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Preglednica 6: Laboratorijska oprema. 
     Oprema/materiali Model/velikost/sestava Proizvajalec 
Tehtnica  Kern EMB 
Vibracijsko mešalo LAB DANCER S040 VWR 
Pipete 0,2 - 2 µL, 10-100 µL,100-1000 
µL 
LLG 
Večkanalne pipete 10-100 µL, 100-300 µL Brand ®  
Hladilnik  BOSCH 
Laminarij  TechGen International 
Inkubator ES-20 Grant-bio 
Inkubator CLN 115 STD POL-EKO-APARATURA  
Avtoklav WAC-R Wisd 
Centrifuga 5430 R Eppendorf 
Čitalec mikrotitrskih plošč Infinite 200 Tecan 
Spektrofotometer Spark 10M Tecan 
Ultrazvočna kopel S10H Elmasonic 




Vrstični elektronski mikroskop  JSM-7600F Jeol 
ICP-MS 7900 Agilent technologies 
Program GraphPad Pism 8 GraphPad Software 
Program ImageJ  ImageJ 
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3.2.1 Priprava gojišč 
 
 Tripton-soja bujon (TSB): Sterilno tekoče gojišče smo pripravili tako, da smo v 
litrsko steklenico primerno za avtoklaviranje dodali 0,5 L deionizirane vode in 15 g 
gojišča TSB. Steklenice smo enakomerno premešano in mešanico avtoklavirali 15 
minut pri 121 °C in tlaku 1,1 bar.  
 Tripton-soja agar (TSA): Trdno gojišče smo pripravili v litrski steklenici primerni za 
avtoklaviranje. Pol litru deionizirane vode smo dodali 20 g gojišča TSA. Vsebino 
steklenic smo enakomerno premešali in avtoklavirali 15 minut pri 121 °C in tlaku 
1,1 bar. Po avtoklaviranju smo gojišče ohladili na primerno temperaturo in razlili v 
sterilne Petrijeve plošče.  
 Mueller-Hinton agar (MH): Gojišče smo pripravili v litrski steklenici primerni za 
avtoklaviranje tako, da smo v 0,5 L deionizirane vode dodali 19 g gojišča MH, 
enakomerno premešali in avtoklavirali po enakem postopku kot pri gojišču TSA. Po 
avtoklaviranju smo gojišče ohladili na primerno temperaturo in razlili v sterilne 
Petrijeve plošče. 
 Osnovno esencialno gojišče (AMEM); Kupljenemu gojišču AMEM smo sterilno 
dodali 5 % fetalni goveji serum (FBS), 10 mM/L L-glutamina, 100 U/mL penicilina 
in 50 mg/mL gentamicina. 
3.2.2 Priprava raztopin in barvil 
 
 Fiziološka raztopina (FR): Sterilno fiziološko raztopino ali raztopino 0,9 % 
natrijevega klorida smo pripravili v litrski steklenici primerni za avtoklaviranje, v 
katero smo dodali 0,5 L deionizirane vode in 4,5 g NaCl, premešali in avtoklavirali 
15 minut pri 121 °C in tlaku 1,1 bar. 
 Fosfatni pufer (PBS): Raztopino fosfatnega pufra smo pripravili po navodilih  
proizvajalca. V 0,4 mL deionizirane vode smo raztopili 2 tableti fosfatnega pufra in 
tako dobili 0,01 M fosfatni pufer. Mešanico smo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C 
in tlaku 1,1 bar. 
 Kristal vijolično barvilo: 0,2 % kristal vijolično barvilo smo pripravili tako, da smo 
kristale raztopili v 99 % metanolu. Natehtali smo 62,5 mg barvila in dodali 31,8 mL 
metanola in mešanico dobro premešali. 
 Glutaraldehid: Osnovno raztopino 70 % glutaraldehida smo redčili tako, da smo v 
4822 µL enkratnega fosfatnega pufra dodali 178 µL osnovne raztopine in dobili 2,5 
% glutaraldehid.  
 HMDS: V 15 mL centrifugirkah smo pripravili raztopini HMDS in absolutnega 
etanola v razmerju 1:2 in 2:1. 
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3.2.3 Transmisijska elektronska mikroskopija (TEM) 
 
Vzorce za transmisijsko elektronsko mikroskopijo smo pripravili tako, da smo v absolutni 
etanol dodali Ag (20-30 nm, <100 nm), ZnO, Cu in SiO2 nanodelce. Posamezne nanodelce 
v etanolu smo 30 minut inkubirali v ultrazvočni kopeli. Po inkubaciji smo kovinske 
nanodelce nanesli na mrežice za transmisijsko elektronsko mikroskopijo in začeli z analizo 
vzorcev. Meritve vzorcev so potekale na Centru za elektronsko mikroskopijo in 
mikroanalizo na Inštitutu »Jožef Stefan«. 
 
3.2.4 Spremljanje rasti bakterij E. coli in S. aureus 
 
S cepilno zanko smo iz trdnega gojišča TSA sterilno vzeli po eno kolonijo bakterije E. coli 
in S. aureus ter jo inokulirali v 10 mL tekočega gojišča TSB.  Inokulum smo dobro premešali 
in preko noči inkubirali pri 37 °C. Naslednji dan smo prekonočno kulturo dodali v gojišče 
TSB, v razmerju 1:500 in odvzeli prvi vzorec ter ga redčili do 10-5. Redčitve smo pripravili 
v 1 mL mikrocentrifugirkah, v katere smo dodali 900 µL gojišča TSB in 100 µL bakterijske 
raztopine. Med vsako redčitvijo smo vzorce dobro premešali na vibracijskem mešalu ter 
naprej prenašali po 100 µL ustrezne redčine. Vzporedno s pripravo redčitev smo na 
mikrotitrsko ploščico, v treh ponovitvah odpipetirali po 200 µL bakterijske prekonočne 
kulture v razmerju 1:500 in merili absorbanco pri 600 nm. Meritve OD600 so potekale 24 ur 
pri 37 °C. Vsako uro smo iz mikrotitrske ploščice odpipetirali po 100 µL vzorca in pripravili 
redčitve.  Vsako redčitev smo nacepili na ploščo in enakomerno razmazali z Drigalski 
spatulo tako, da smo na ploščah dobili naslednje redčitve  10-1, 10-2, 10-3, 10-4 , 10-5 in 10-6. 
Postopek vzorčenja za določanje kolonijskih enot (CFU) smo si olajšali tako, da smo vzorčili 
le 10 ur, saj bakterije po takšnem času preidejo iz logaritemske v stacionarno fazo rasti. Po 
10 urah vzorčenja za CFU smo nadaljevali le z meritvami OD600. Petrijeve plošče iz vsake 
časovne točke smo inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan v času t24 smo še zadnjič 
vzorčili. Zrastle kolonije pri časih t0, t1, t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8, t9, t10 in t24 smo prešteli in 
kot števne plošče upoštevali tiste, ki imajo na ploščah od 30 do 300 kolonij. 
 
Z merjenjem OD600 smo pridobili podatek kolikšna je koncentracija bakterij E. coli in S. 
aureus v vzorcu, saj se optična gostota spreminja s časom in je sorazmerna celični 
koncentraciji. Z metodo štetja kolonij na trdem gojišču pa smo pridobili podatek, kolikšno 
je dejansko število kolonij v 1 mL bakterijske raztopine.  Število kolonijskih enot E. coli in 
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3.2.5 Priprava topnega ionskega dela kovinskih nanodelcev 
 
Ag (20-30 nm, <100 nm), ZnO, Cu in SiO2 kovinske nanodelce smo natehtali v sterilne 
centrifugirke tako, da je bila končna koncentracija kovinskih nanodelcev po dodatku gojišča, 
60 mg/mL. Centrifugirke z nanodelci in gojiščem smo dobro premešali na vibracijskemu 
mešalu in inkubirali 24 ur na 4 °C. Med inkubacijo pride do sproščanja ionov v medij, v 
našem primeru sta bili to gojišči TSB in AMEM. Po 24 urni inkubaciji smo vzorce 
centrifugirali 20 minut pri 7830 rpm in 4 °C. Nato smo supernatant previdno prenesli v novo 
sterilno ultracentrifugirko in ponovno centrifugirali 60 minut pri 7830 rpm in 4 °C. Z 
ultracentrifugiranjem smo dosegli, da so v gojišču prisotni le ioni, saj imajo 
ultracentrifugirke filter z velikostjo por 3kDa, ki ustrezajo za beljakovinske molekule. 
Raztopine ionov, ki so se sprostili iz suspenzije nanodelcev z začetno koncentracijo 60 
mg/mL smo redčili v razmerju 3:1 in redčitev označili s koncentracijo 45 mg/mL, v razmerju 
1:1 in redčitev označili s koncentracijo 30 mg/mL, v razmerju 1:3 in redčitev označili s 
koncentracijo 15 mg/mL ter v razmerju 1:7 in redčitev označili s koncentracijo 7,5 mg/mL 
(primer Preglednica 7). Pri redčitvah osnovne raztopine ionov smo za lažjo predstavo 
uporabili masne koncentracije nanodelcev, ker pravih koncentracij ionov na začetku 
praktičnega dela še nismo poznali. Tudi kasneje, ko smo te podatke pridobili z ICP-MS 
metodo smo takšno poimenovanje obdržali, prav zaradi lažje primerjave med različnimi 
kovinskimi nanodelci.  
 
Preglednica 7: Redčitve ionov iz osnovne raztopine masne koncentracije 60 mg/mL in njihovo poimenovanje 
v praktičnemu delu magistrske naloge. 
  Redčitve osnovne raztopine (60 mg/mL )                           Poimenovanje redčitev v koncentracijah 
3:1  45 (mg/mL) 
1:1  30 (mg/mL) 
1:3  15 (mg/mL) 
1:7  7,5 (mg/mL) 
 
3.2.6 Meritve protimikrobnega učinka ionov kovinskih nanodelcev na rast bakterij E. 
coli in S. aureus 
 
Na mikrotitrsko ploščico smo v treh ponovitvah dodali po 200 µL raztopin ionov različnih 
koncentracij ter jim dodali po 2 µL bakterijske prekonočne kulture E. coli in S. aureus. Vsaki 
meritvi smo dodali pozitivno kontrolo, to je gojišče s prekonočno bakterijsko kulturo, 
negativno kontrolo, to so sproščeni ioni v gojišču TSB ter ozadje, ki je v našem primeru 
gojišče TSB. Z negativno kontrolo smo preverjali ali kovinski ioni sami po sebi absorbirajo 
pri 600 nm. Meritve so potekale 24 ur pri 600 nm in 37 °C. 
 
V časovnih točkah t0 in t24 smo odvzeli po 20 µL vzorca vsake ponovitve in pripravili 
redčitve. Redčitve smo pripravili v mikrotitrski ploščici, v katero smo predhodno dodali po 
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180 µL gojišča TSB. Agarske plošče smo nacepili z uporabo metode Miles-Misra (Miles in 
sod., 1938) tako, da smo plošče predhodno razdelili na 6 enakih delov. Na vsako ploščo smo 
nacepili naslednje redčitve 0, 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 in 10-5 (primer Slika 4).  Pri E. coli smo 
vzorce redčili do redčitve 10-6 . Nacepljene plošče smo preko noči inkubirali pri 37 °C. 
Naslednji dan smo prešteli števne kolonije in izračunali število kolonij na trdem gojišču z 
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Slika 4: Plan Petrijeve plošče za izračun števila kolonij na trdem gojišču z uporabo metode Miles-Misra (Miles 
in sod., 1938). 
 
3.2.7 Metabolni test XTT 
 
Za izvedbo metabolnega testa XTT smo uporabili komercialno dostopen komplet. Test smo 
izvedli v mikrotitrskih ploščicah po navodilih proizvajalca. V vsako luknjico mikrotitrske 
ploščice smo v treh ponovitvah dodali po 50 µL gojišča TSB, 50 µL ionov in 20 µL mešanice 
XTT. Mešanica XTT je sestavljena iz 5 mL reagenta XTT in 100 µL aktivacijskega reagenta. 
Preiskušali smo delovanje Ag (20-30 nm, <100 nm), ZnO, Cu in SiO2 ionov v koncentracijah 
sproščenih iz suspenzij s 0, 7,5, 15, 30, 45 in 60 mg nanodelcev na mL. Po nastanku 
obarvanega reagenta smo izmerili absorbanco pri valovni dolžini 475 nm. Izmerjena 
intenziteta barve je premosorazmerna metabolni aktivnosti celic. V kolikor so celice 
občutljive na protibakterijske učinkovine, te zmanjšajo rast. Na mikrotitrsko ploščico smo 
poleg vzorcev, dodali tudi pozitivno in negativno kontrolo ter ozadje. 
 
3.2.8 Metode inhibicijskih con 
 
Prekonočne bakterijske kulture smo redčili tako, da smo dobili začetno koncentracijo 
bakterij 1,5×108 CFU/mL. Pri testu smo uporabili gojišče MH, saj poveča difuzijo delcev. 
Na gojišče smo odpipetirali po 100 µL bakterijske raztopine in jo enakomerno razmazali z 
Drigalski spatulo ter plošče sušili približno 5 minut. Po sušenja smo nanje nanesli sterilne 
diske premera 6 mm. Na diske smo odpipetirali po 10 µL vsakega vzorca Ag (20-30 nm, 
<100 nm), ZnO, Cu in SiO2  ionov. Na vsako agarsko ploščo smo nanesli 6 sterilnih diskov 
s koncentracijo ionov 0, 7,5, 15, 30, 45 in 60 mg/mL (primer Slika 5). Pri agar difuzijski 
metodi smo po sušenju nacepljenih plošč v agar s sterilno jekleno slamico napravili luknjice 
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s premerom 6 mm. V luknjice smo odpipetirali po 50 µL Ag (20-30 nm, <100 nm), ZnO, Cu 
in SiO2 nanodelcev koncentracije 7,5, 3,75, 1 in 0,5 mg/mL. Plošče smo preko noči 
inkubirali pri 37 °C. 
 
 
Slika 5: Plan Petrijeve plošče in razporeditev sterilnih diskov, na katere smo nanesli različne koncentracije 
ionov kovinskih nanodelcev. 
 
3.2.9 Test citotoksičnosti 
 
Mišje fibroblaste smo predhodno vzgojili v mikrotitrskih ploščicah. Vzorcem smo odstranili 
izrabljeno gojišče AMEM in ga zamenjali z gojiščem s Ag (20-30 nm, <100 nm), ZnO, Cu 
in SiO2  ioni. Vzorce smo inkubirali 24, 48 in 72 ur pri 37 °C, ob prisotnosti 5 % CO2. Po 24, 
48 in 72 urni inkubaciji smo iz mikrotitrske ploščice odstranili gojišče z ioni in dodali reagent 
PrestoBlue® za določanje celične viabilnosti. Po 30 minutni inkubaciji smo intenziteto 
fluorescence izmerili s čitalcem mikrotitrskih plošč. Preživelost celic smo normalizirali 
glede na kontrolo, in sicer so to celice, ki jih nismo tretirali z ioni nanodelcev. 
 
Celice, ki smo jih 24 ur inkubirali z ioni kovinskih nanodelcev smo analizirali tudi s 
fluorescenčno mikroskopijo. Celice smo obarvali s komercialno dostopnim »LIVE/DEAD« 
kompletom za celično viabilnost/citotoksičnost. Predhodno smo pripravili raztopino z barvili 
tako, da smo v 10 mL DPBS dodali 5 µL komponente A, to je kalcein-AM, ki je zeleno 
fluorescenčno barvilo in 20 µL komponente B, to je etidij homodimer-1, ki je rdeče 
fluorescenčno barvilo. Celicam, ki smo jih inkubirali z ioni, smo odstranili izrabljeno gojišče 
in jim dodali mešanico barvil ter v temi inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi. Po 
inkubaciji smo pobarvane celice analizirali s fluorescenčnim mikroskopom z zelenim 
(494/517) in rdečim (517/617) filtrom. Žive celice so se obarvale zeleno, mrtve pa rdeče. 
Slike celic tretiranih z ioni različnih koncentracij smo po analizi obdelali v programu ImageJ, 
s katerim smo združili slike z zelenim in rdečim signalom. Meritve citotoksičnosti ionov 
kovinskih nanodelcev so potekale na Onkološkemu Inštitutu v Ljubljani, na Oddelku za 
eksperimentalno onkologijo. 
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3.2.10 Merjenje koncentracij ionov kovinskih nanodelcev z masno spektrometrijo z 
induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) 
 
Točno koncentracijo ionov sproščenih v gojišča iz kovinskih nanodelcev koncentracije 60 
mg/mL smo izmerili z masno spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo. Topne ionske 
dele kovinskih nanodelcev smo pripravili po zgoraj opisanem postopku (primer Metoda 
3.2.5). Meritve ionov so potekale na Odseku za znanosti o okolju, na Inštitutu »Jožef 
Stefan«. 
 
3.2.11 Meritve protimikrobnega učinka ionov kovinskih nanodelcev na rast biofilmov 
bakterije E. coli in S. aureus 
 
Za pripravo biofilmov bakterije E. coli in S. aureus smo pripravili začetno koncentracijo 





) ∗ 𝑑𝑒𝑙𝑜𝑣𝑛𝑖 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛                                                                 … (4) 
 
Upoštevali smo izmerjeni OD600, kateremu smo odšteli ozadje, ki je bilo v našem primeru 
gojišče TSB. Za delovni volumen smo si izbrali volumen 15 mL. 
 
Na celotno mikrotitrsko ploščico smo odpipetirali po 200 µL bakterijske raztopine z OD 
0,01 in vzorce inkubirali 24 ur pri 37 °C. Po inkubaciji smo odstranili supernatant, kjer so 
prisotne nevezane bakterije in izrabljeno gojišče TSB. Biofilmom smo nato v treh 
ponovitvah dodali 200 µL ionov različnih koncentracij, ki so se v gojišče TSB sprostili iz 
kovinskih nanodelcev in vzorce inkubirali 24 ur pri 37 °C. Po inkubaciji smo ponovno 
odstranili supernatant in biofilme spirali z 200 µL PBS. Postopek spiranja smo dvakrat 
ponovili. Biofilme smo fiksirali z dodatkom 200 µL 99 % metanola. Po 15 minutni inkubaciji 
pri sobni temperaturi smo odstranili metanol in mikrotitrsko ploščico posušili.  Biofilme smo 
barvali z dodatkom 200 µL 0,2 % kristal vijoličnega barvila. Po 15 minutni inkubaciji smo 
z vodo spirali nevezano barvilo, postopek spiranja smo ponavljali dokler voda, s katero smo 
spirali biofilme, ni postala prozorna. Mikrotitrsko ploščico smo po spiranju obrnili in pustili 
da se posuši. Biofilme smo razbarvali z dodatkom 200 µL absolutnega etanola in inkubirali 
nadaljnjih 20 minut pri sobni temperaturi. Po končanem postopku smo s spektrofotometrom 
pomerili absorbanco pri 570 nm. Pri meritvah absorbance smo na mikrotitrsko ploščico 
dodali tudi 200 µL absolutnega etanola, ki je v tem primeru služil kot ozadje. 
 
Vzporedno s pripravo biofilmov za barvanje smo pripravili tudi biofilme za ugotavljanje 
števila kolonij na trdem gojišču. Postopek priprave biofilmov E. coli in S. aureus je bil enak 
kot pri barvanju s kristal vijoličnem barvilom, vendar smo po spiranju biofilmov s PBS, 
celice resuspendirali v 200 µL gojišča TSB in pripravili redčitve. Plošče smo nacepili z 
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uporabo Miles-Misra metode (Miles in sod., 1938) in inkubirali preko noči pri 37 °C. 
Naslednji dan smo prešteli števne kolonije, ter število preživelih celic izrazili kot CFU/mL. 
 
3.2.12 Meritve protimikrobnega učinka kovinskih nanodelcev na rast bakterije E. coli 
in S. aureus 
 
Vpliv nanodelcev na bakterijsko rast smo preverjali z metodama OD600 in CFU.  Poizkus 
smo izvedli po enakem postopku kot pri merjenju vpliva ionov kovinskih nanodelcev na 
bakterijsko rast. V predhodno sterilizirano erlenmajerico z gojiščem TSB smo dodali toliko 
kovinskih nanodelcev, da smo dobili končne koncentracije nanodelcev 7,5 mg/mL. 
Erlenmajerice z nanodelci smo za 30 minut postavili v ultrazvočno kopel. Po ultrazvočni 
kopeli smo vzorce 30 minut stresali pri 200 rpm in nato vzorce ponovno postavili v 
ultrazvočno kopel za pol ure. 
 
Med obdelavo nanodelcev smo pripravili sterilne centrifugirke, v katere smo odpipetirali 
toliko gojišča TSB, da smo iz 7,5 mg/mL koncentrirane raztopine dobili naslednje redčitve 
3,75, 1 in 0,5 mg/mL. Redčitve smo v treh ponovitvah odpipetirali na mikrotitrsko ploščico 
in jim dodali 2 µL bakterijske prekonočne kulture. Na mikrotitrsko ploščico smo dodali tudi 
pozitivno, negativno kontrolo in ozadje. Meritve so potekale 24 ur pri 37 °C. Prav tako smo 
v časovni točki t24 iz vsake ponovitve pripravili redčitve in vzorce nacepili na Petrijeve 
plošče z uporabo Miles-Misra metode (Miles in sod., 1938), ki smo jo uporabili za določitev 
učinkovitosti nanodelcev. 
 
3.2.13 Vrstična elektronska mikroskopija (SEM) 
 
Polimerne diske smo najprej očistili v absolutnem etanolu in 30 minut inkubirali v 
ultrazvočni kopeli ter jih nato za 30 minut izpostavili UV svetlobi. Posamezne očiščene in 
sterilne polimerne diske smo s pinceto prenesli v mikrotitrsko ploščico in v vsako luknjico 
odpipetirali po 200 µL predhodno pripravljene prekonočne kulture bakterij S. aureus in E. 
coli z OD 0,01. Po 24 urni inkubaciji smo bakterijskim biofilmom odstranili izrabljeno 
gojišče in nevezane bakterije. Nato smo biofilmom v treh ponovitvah dodali po 200 µL 
nanodelcev koncentracije 7,5 mg/mL. Biofilme z nanodelci smo inkubirali nadaljnjih 24 ur, 
pri 37 °C in stresanju. Po inkubaciji smo odstranili izrabljeno gojišče z nanodelci in 
polimerne diske z biofilmi spirali s fiziološko raztopino. Osušene diske smo postavili v novo 
sterilno mikrotitrsko ploščico. 
 
Praktično delo smo nadaljevali v digestoriju, vsakemu vzorcu smo dodali po 100 µL  2,5 % 
glutaraldehida in inkubirali 1 uro na 4 °C. Po inkubaciji smo odstranili glutaraldehid in 
pričeli z dehidracijo vzorcev. Vzorce smo dehidrirali s 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 
% in 100 % etanolom tako, da smo diske po 15 minutni inkubaciji premaknili v višje 
koncentrirano raztopino etanola. Po dehidraciji smo diske za 20 minut prenesli v raztopino 
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HMDS in absolutnega etanola v razmerju 1:2 in nato za 20 minut v raztopino z razmerjem 
2:1. Na koncu smo vzorce prenesli v 100 % HMDS ter inkubirali še 20 minut. Zadnji korak 
smo dvakrat ponovili.  
 
Vsi materiali, pripomočki in oprema, ki smo jo potrebovali za izvedbo praktičnega dela so 
prikazani v preglednicah 4, 5 in 6.  
 
3.2.14 Statistična analiza rezultatov 
 
Pri meritvah protimikrobnega učinka ionov kovinskih nanodelcev na bakterije E. coli in S. 
aureus smo uporabljali metodi OD600 in CFU. Meritve smo izvedli v treh ponovitvah in v 
treh neodvisnih poskusih. Pri meritvah vpliva kovinskih nanodelcev na bakterije E. coli in 
S. aureus smo prav tako uporabljali enaki metodi kot pri ionih, vendar smo meritve izvedli 
v treh ponovitvah in dveh neodvisnih poskusih. Pri meritvah vpliva ionov na rast in razvoj 
bakterijskih biofilmov smo uporabljali metodo štetja kolonij na trdem gojišču. Meritve smo 
izvedli v treh ponovitvah in dveh neodvisnih poskusih. Pridobljene rezultate smo po 
končanih testih statistično analizirali s programom GraphPad Prism 8. Pri statistični analizi 
smo uporabljali dvosmerno in enosmerno analizo variance oz. ANOVA ter večprimerjalni 
Dunnettov in Tukey test. 
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4 REZULTATI  
 
4.1 Oblika kovinskih nanodelcev  
 
Protibakterijsko delovanje nanodelcev je v največji meri odvisno od oblike, koncentracije in 
velikosti nanodelcev (Tran in sod., 2015). Pri praktičnemu delu magistrske naloge smo 
uporabljali komercialno dostopne kovinske nanodelce. Na priloženem deklaracijskemu listu 
je bila navedena le velikost, zato smo se odločili, da določimo tudi obliko nanodelcev. 
Obliko kovinskih nanodelcev smo določili s transmisijsko elektronsko mikroskopijo (TEM).   
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Slika 6: Oblika Ag nanodelcev velikosti med 20 in 30 nm a) in b), Ag nanodelcev velikosti pod 100 nm c) in 
d), ZnO nanodelcev velikosti pod 50 nm e) in f), Cu nanodelcev velikosti med 40 in 60 nm g) ter SiO2 
nanodelcev velikosti med 5 in 15 nm h). 
 
Na slikah 6a-d so prikazani komercialni srebrovi nanodelci velikosti pod 100 nm in velikosti 
od 20 do 30 nm. Po obliki so ovalnih oz. okroglih oblik. Pri nanodelcih cinkovega oksida 
(primer Sliki 6e in 6f) smo opazili delce različnih geometrijskih oblik kot je kvadratna, 
heksagonalna, okrogla in pravokotna oblika. Velikost nanodelcev ZnO, ki je bila navedena 
na deklaracijskemu listu naj bi bila pod 50 nm, vendar smo na sliki 6f opazili tudi večje 
nanodelce. Testirani komercialni bakrovi nanodelci velikosti med 40 in 60 nm, prikazani na 
sliki 6g so ovalnih oblik. Prav tako so uporabljeni SiO2 nanodelci velikosti med 5 in 15 nm 
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ovalnih oblik (primer Slika 6h). Obliko Cu in SiO2 nanodelcev smo zaradi slabe ločljivosti 
in tvorbe aglomeratov težje določili. 
 
Na slikah 6a-h smo opazili, da kovinski nanodelci v stiku s tekočino tvorijo aglomerate, ki 
posledično vplivajo na protibakterijsko delovanje. 
 
4.2 Učinek ionov kovinskih nanodelcev na rast bakterij E. coli in S. aureus 
 
Protibakterijski učinek ionov kovinskih nanodelcev na bakterije E. coli in S. aureus smo 
testirali z dvema metodama, in sicer z merjenjem optične gostote pri 600 nm in določanjem 
bakterijske rasti preko štetja nastalih bakterijskih kolonij na trdem gojišču (CFU). Slike 7a-
e in 8a-e prikazujejo rast bakterij E. coli in S. aureus, v prisotnosti petih različnih 
koncentracij kovinskih ionov in rast kontrolne kulture brez dodanih ionov.  
 
Iz rezultatov je razvidno, da z višanjem koncentracije ionov optična gostota pada. Izmerjena 
optična gostota korelira s koncentracijo bakterij v vzorcu  (Seil in Webster, 2012).  
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4.2.1 Rezultati OD600 meritev 
 
 Rezultati meritev pri E. coli: 
 
 
Slika 7: OD600 bakterije E. coli, po času (t=24 ur), v odvisnosti od različnih koncentracij (7,5, 15, 30, 45 in 60 
mg/mL) a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 ionov ter kontrolna kultura brez dodanih ionov. 
 
Pri ionih Ag100 nanodelcev (primer Slika 7a) smo opazili razlike v OD600 šele pri najvišji 
koncentraciji ionov, t.j. pri ionih, ki so se v gojišče sprostili iz nanodelcev s koncentracijo 
60 mg/mL. Optična gostota se je pri najvišji koncentraciji v primerjavi s kontrolo zmanjšala 
za 0,28 enot, kar pomeni, da so ioni s koncentracijo 60 mg/mL inhibirali bakterijsko rast za 
24 %. Pri slednji smo opazili tudi zamik rasti E. coli, ki je začela rasti šele po 10 urah 
inkubacije. Pri ostalih koncentracijah so bile razlike v OD600 glede na kontrolno kulturo 
minimalne. Dodatek Ag100 ionov različnih koncentracij ima statistično značilen vpliv na rast 
bakterije E. coli (P < 0,001). 
 
Pri ionih sproščenih iz Ag20-30 nanodelcev (primer Slika 7b) smo pri koncentraciji 60 mg/mL 
dobili popolno inhibicijo rasti bakterije E. coli. Ioni, ki so se v gojišče sprostili iz Ag20-30 
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nanodelcev s koncentracijami 7,5, 15, 30 in 45 mg/mL so rast E. coli v povprečju zmanjšali 
za 15 %. Ag20-30 ioni različnih koncentracij statistično signifikantno vplivajo na rast E. coli 
(P < 0,0001).  
 
OD600 bakterije E. coli, ki je bila izpostavljena ZnO ionom (primer Slika 7c) koncentracije 
60 mg/mL, se je po 24 urah zmanjšala za 65 %. Pri koncentraciji 45 mg/mL pa le za 30 %. 
ZnO ioni koncentracije 15 in 30 mg/mL inhibirajo rast bakterije za 10 in 20 %, medtem ko 
je rast pri koncentraciji 7,5 mg/mL podobna kot pri kontrolni kulturi. Dodani ZnO ioni vseh 
testiranih koncentracij statistično signifikantno vplivajo na rast E. coli (P < 0,001). 
 
Bakrovi ioni (primer Slika 7d)  koncentracije 60 mg/mL reducirajo rast E. coli za 68 %. Ioni 
sproščeni iz Cu nanodelcev s koncentracijami 45 in 30 mg/mL zmanjšajo rast bakterije za 
54 % in 50 %. Pri najnižjih koncentracijah 15 in 7,5 mg/mL je rast reducirana za 27 in 23  
%. Vse koncentracije Cu ionov statistično signifikantno vplivajo na rast E. coli (P < 0,001).  
 
Razlike v OD600 so pri ionih, ki so se v gojišče sprostili iz SiO2 nanodelcev komaj opazne 
(primer Slika 7e). Pri SiO2 ionih koncentracije 60 mg/mL smo dobili 24 % redukcijo rasti. 
Sproščeni SiO2 ioni koncentracij 7,5, 15, 30, 45 in 60 mg/mL statistično značilno vplivajo 
na rast bakterije E. coli (P < 0,001). 
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 Rezultati meritev pri S. aureus: 
 
 
Slika 8: OD600 bakterije S. aureus, po času (t=24 ur), v odvisnosti od različnih koncentracij (7,5, 15, 30, 45 in 
60 mg/mL) a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 ionov ter kontrolna kultura brez dodanih ionov. 
 
Medtem ko smo pri E. coli razlike v optični gostoti opazili šele pri najvišji koncentraciji 
Ag100 ionov (primer Slika 7a) smo pri S. aureus razlike opazili tudi pri ostalih koncentracijah 
(primer Slika 8a). Redukcija bakterijske rasti je bila pri najvišji koncentraciji 58 %, pri 45 
mg/mL pa 53 %. Rast S. aureus je bila pri koncentraciji 30 in 15 mg/mL zmanjšana za 39 in 
30 %. Najnižja koncentracija Ag100 ionov je rast bakterije reducirala za 15 %. Vse 
koncentracije Ag100 ionov statistično negativno vplivali na rast bakterije S. aureus (P < 
0,001).  
 
Ioni sproščeni iz Ag20-30 nanodelcev (primer Slika 8b) koncentracije 60 mg/mL so 
popolnoma inhibirali rast bakterije S. aureus. Koncentracija 45 mg/mL je rast kontrolne 
kulture zmanjšala za 58 %. Koncentracije 30, 15 in 7,5 mg/mL so rast bakterije reducirale 
za  41, 22 in 15 %. Ag20-30 ioni koncentracij 7,5, 15, 30, 45 in 60 mg/mL statistično značilno 
vplivajo na rast S. aureus (P < 0,001).  
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ZnO ioni (primer Slika 8c) koncentracije 60 mg/mL reducirajo rast S. aureus za 91 %. Ioni 
koncentracije 45 in 30 mg/mL so rast bakterije zmanjšali za 89 in 56 %. Pri najnižjih 
koncentracijah ionov so inhibicije rasti manjše od 15 %. Vse koncentracije ZnO ionov 
statistično signifikantno vplivajo na rast bakterije S. aureus (P < 0,001).  
 
Slika 8d prikazuje rast bakterije S. aureus, ki smo jo izpostavili različnim koncentracijam 
Cu ionov. Bakrovi ioni koncentracije 60 mg/mL so rast S. aureus reducirali za 65 %. 
Koncentracije 45, 30 in 15 mg/mL inhibirajo rast za 48, 51 in 20 %.  Dodani Cu ioni različnih 
koncentracij statistično značilno vplivajo na rast S. aureus (P < 0,001). 
 
Ioni, ki so se v gojišče sprostili iz SiO2 nanodelcev vplivajo na rast bakterije S. aureus manj 
očitno (primer Slika 8e) v primerjavi z ostalimi kovinskimi ioni. Ne glede na to smo pri 
koncentraciji 60 mg/mL dobili 30 % inhibicijo rasti. Koncentracija 45 mg/mL je rast 
bakterije zmanjšala za 21 %. Pri ostalih koncentracijah nismo opazili večjih razlik v optičnih 
gostotah. Vse koncentracije SiO2 ionov statistično signifikantno vplivajo na bakterijo S. 
aureus (P < 0,001). 
 
4.2.2 Rezultati določanja kolonijskih enot (CFU) 
 
Vzporedno z merjenjem OD600 smo določali tudi bakterijsko rast preko štetja nastalih 
bakterijskih kolonij na trdnem gojišču (CFU). Po 24 urnih meritvah OD600 smo iz 
mikrotitrske ploščice odvzeli po 20 µL vzorca in pripravili redčitve ter jih nacepili na plošče. 
Število kolonijskih enot v 1 mL vzorca smo izračunali z enačbo (2). 
 
Slike 9a-e in 10a-e prikazujejo redukcijo logaritemske vrednosti števila bakterijskih kolonij 
v 1 mL vzorca, normaliziranih na kontrolo bakterij E. coli in S. aureus. Odstotke redukcije 
smo izračunali z enačbo (5). 
 
𝑃 = (1 − 10−𝐿) ∗ 100                                                                                                    … (5) 
 
Črka P predstavlja odstotek redukcije, črka L pa logaritemsko vrednost redukcije CFU/mL. 
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 Rezultati meritev pri E. coli: 
 
 
Slika 9: Redukcija rasti bakterije E. coli izpostavljene različnim koncentracijam (7,5, 15, 30, 45 in 60 mg/mL) 
a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 ionov (statistično značilna odstopanja med koncentracijami; *P-
vrednost 0,05-0,01, **P-vrednost <0,01 in ***P-vrednost <0,001). 
 
Ioni, ki so se sprostili iz Ag100 nanodelcev (primer Slika 9a) koncentracije 60 mg/mL, so rast 
bakterije E. coli zmanjšali za 39,7 %. Ag100 ioni koncentracije 45, 30 in 15 mg/mL so rast E. 
coli inhibirali za 23, 18,7 in 18 %. Najnižja koncentracija srebrovih ionov je rast bakterije 
zmanjšala za 4,5 %. Vse koncentracije Ag100 ionov statistično neznačilno vplivajo na rast E. 
coli (P = 0,093). 
 
Semič M. Primerjava protimikrobnega učinka …  nanodelcev …  bakterije S. aureus in E. coli. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
44 
Ag20-30 ioni (primer Slika 9b) koncentracije 60 mg/mL so rast E. coli reducirali za 99,99 %. 
Koncentracije ionov 45, 30 in 15 mg/mL so rast bakterije zmanjšale za 48,7, 70 in 31,7  %. 
Najnižja koncentracija srebrovih ionov je rast bakterije reducirala za 43,2 %. Ioni različnih 
koncentracij, ki so se v gojišče sprostili iz Ag20-30 nanodelcev statistično značilno vplivajo 
na rast E. coli (P < 0,001).  
 
ZnO ioni (primer Slika 9c) koncentracije 60 mg/mL inhibirajo rast E. coli za 79 %. 
Koncentracije 45, 30 in 15 mg/mL so rast bakterije zmanjšale za 66,8, 36,9 in 46 %. ZnO 
ioni različnih koncentracij statistično signifikantno vplivajo na rast bakterije E. coli (P < 
0,001). 
 
Ioni, ki so se v gojišče sprostili iz Cu nanodelcev s koncentracijami 60, 45 in 30 mg/mL so 
rast bakterije zmanjšali za 97, 96,6 in 87 % (primer Slika 9d). Prav tako so ostale 
koncentracije ionov 15 in 7,5 mg/mL inhibirale rast bakterije za 92 in 71,5 % (primer Slika 
9d). Dodani Cu ioni koncentracij 7,5, 15, 30, 45 in 60 mg/mL statistično signifikantno 
vplivajo na E. coli (P < 0,001).  
 
Na sliki 9e so prikazane redukcije rasti ionov sproščenih iz SiO2 nanodelcev. SiO2 ioni 
koncentracije 60 mg/mL so rast bakterije reducirali za 41,7 %. SiO2 ioni koncentracije 45 in 
30 mg/mL inhibirajo rast bakterije za 29 in 15 %, medtem ko najnižje koncentracije ne 
vplivajo na bakterijsko rast. Vse koncentracije SiO2 ionov imajo statistično signifikanten 
vpliv na rast bakterije E. coli (P < 0,001).  
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 Rezultati meritev pri S. aureus: 
 
 
Slika 10: Redukcija rasti bakterije S. aureus izpostavljene različnim koncentracijam (7,5, 15, 30, 45 in 60 
mg/mL) a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 ionov (statistično značilna odstopanja med 
koncentracijami; *P-vrednost 0,05-0,01, **P-vrednost <0,01 in ***P-vrednost <0,001). 
 
Najvišje redukcije rasti bakterije S. aureus smo dobili pri Ag100 ionih koncentracije 30, 45 in 
15 mg/mL in znašajo 99,99, 99,7 in 98,4 % (primer Slika 10a). Pri najvišji koncentraciji 
ionov sproščenih iz Ag100 nanodelcev smo dobili 96,5 % redukcijo (primer Slika 10a). 
Dodani Ag100 ioni različnih koncentracij statistično značilno vplivajo na bakterijo S. aureus 
(P < 0,001).   
 
Ag20-30 ioni (primer Slika 10b) koncentracije 60 mg/mL reducirajo rast bakterije S. aureus 
za 99,99 %. Koncentracije 45, 30 in 15 mg/mL zmanjšajo bakterijsko rast za 85,6, 99,1 in 
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97,6 %. Najnižja koncentracija ionov je rast bakterije zmanjšala za 55,3  %. Na sliki 10b 
lahko opazimo, da redukcije bakterijske rasti ne naraščajo z višanjem koncentracije ionov, 
ampak imamo najvišje redukcije pri koncentracijah 60, 30 in 15 mg/mL. Vse koncentracije 
Ag20-30 ionov statistično signifikantno vplivajo na rast S. aureus  (P < 0,001).   
 
ZnO ioni (primer Slika 10c) koncentracije 60 in 45 mg/mL reducirajo rast bakterije S. aureus 
za 99,99 %. Pri koncentraciji 30 mg/mL znaša redukcija rasti 66,8 %. Koncentracija 15 
mg/mL je rast bakterije reducirala za 23 %. Najnižja koncentracija ne vpliva na rast bakterije 
S. aureus. Statistična analiza enosmerne variance je pokazala, da dodani ZnO ioni različnih 
koncentracij statistično značilno vplivajo na rast S. aureus (P < 0,001).   
  
Cu ioni (primer Slika 10d) koncentracije 60 mg/mL so rast S. aureus reducirali za 96,9 %. 
Koncentracije 45, 30, 15 in 7,5 mg/mL so rast bakterije zmanjšale za 94,2, 86,7, 89,7 in 89,9 
%. Vse koncentracije Cu ionov statistično signifikantno vplivajo na bakterijo S. aureus (P = 
0,002). 
 
Dodani SiO2 ioni (primer Slika 10e) koncentracije 60 mg/mL so rast bakterije S. aureus 
zmanjšali za 84 %. Koncentraciji 45 in 30 mg/mL rast bakterije reducirata za 66,5 in 46,6 
%. Najnižja redukcija je bila pri koncentraciji 15 mg/mL. Koncentracija 7,5 mg/mL je rast 
zmanjšala za 35,7 %. SiO2 ioni različnih koncentracij statistično signifikantno vplivajo na 
rast bakterije S. aureus (P < 0,001).   
 
4.3 Rezultati metabolnega testa XTT 
 
Vsa odstopanja med rezultati, ki smo jih dobili z metodama OD600 in CFU so nam odprla 
več vprašanj kot odgovorov, zato smo želeli preveriti ali ioni kovinskih nanodelcev 
učinkujejo na bakterije baktericidno ali bakteriostatično. Izvedli smo metabolni test XTT. 
Meritve so potekale s spektrofotometrom pri 574 nm. Vzorce smo pripravili po enakem 
postopku, kot pri meritvah OD600. Rezultati metabolnega testa XTT se niso ujemali z 
ostalimi rezultati, zato smo se odločili, da jih ne uvrstimo med glavne rezultate. Prikazani so 
v Prilogi B.  
 
4.4 Rezultati metod inhibicijskih con 
 
MIK kovinskih ionov in nanodelcev smo želeli določiti z agar in disk difuzijsko metodo. 
Ustrezno redčeno raztopino bakterij E. coli in S. aureus smo enakomerno razmazali na 
agarske plošče in nanje položili sterilne diske ali napravili luknjice s premerom 6 mm. Na 
diske in v luknjice smo odpipetirali vzorce različnih koncentracij Ag (20-30 nm, <100 nm), 
ZnO, Cu in SiO2 ionov in nanodelcev. Po inkubaciji smo želeli izmeriti premer inhibicijskih 
con, vendar nismo pri nobenemu vzorcu opazili nastanka con. Rezultati agar in disk 
difuzijske metode so prikazani v Prilogi C in D.  
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4.5 Rezultati testa citotoksičnosti 
 
S spektroskopskim spremljanjem rasti in z določanjem kolonijskih enot bakterij E. coli in S. 
aureus, ki smo jih izpostavili različnim koncentracijam ionov, smo dokazali, da nekatere 
koncentracije ionov zavirajo ali povzročajo popolno inhibicijo bakterijske rasti. Poleg 
protibakterijskega učinka nas je zanimal tudi citotoksični vpliv ionov. 
 
Pri testu citotoksičnosti smo mišje fibroblaste za 24, 48 in 72 ur izpostavili različnim 




Slika 11: Celična viabilnost mišjih fibroblastov, normalizirana na kontrolo, po času (t=0,1,2 in 3 dan), v 
odvisnosti od različnih koncentracij a) Ag100, b) ZnO, c) Cu in d) SiO2 ionov. Črtkana premica prikazuje mejo 
detekcije citotoksičnega delovanja ionov kovinskih nanodelcev.  Vrednosti, ki so pod mejno premico 
predstavljajo več kot 30 % redukcijo in citotoksični efekt (ISO 10993-5, 2009). 
 
Slika 11a prikazuje citotoksično delovanje ionov sproščenih iz srebrovih nanodelcev 
velikosti pod 100 nm. Srebrovi ioni v prvi časovni točki t=0 (2 uri) na mišje fibroblaste ne 
delujejo citotoksično, izjema so le ioni najvišje koncentracije.  Pri ionih, ki so se v gojišče 
izločali iz Ag100 nanodelcev s koncentracijo 60 mg/mL smo opazili takojšno citotoksično 
delovanje in skoraj 80 % redukcijo rasti. Ag100 ioni koncentracije 45 mg/mL delujejo 
citotoksično na mišje fibroblaste po 24 urni izpostavitvi. Celična viabilnost je po 48 urah 
podobna kot pri 24 urah. Ioni sproščeni iz Ag100 nanodelcev s koncentracijo 30 mg/mL po 
72 urni inkubaciji reducirajo rast mišjih fibroblastov za 60 %. Koncentraciji 7,5 in 15 mg/mL 
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na celice tudi po 3 dnevni izpostavitvi po merilih ISO 10993-5 standarda ne delujejo 
citotoksično. 
 
ZnO ioni (primer Slika 11b) koncentracije 60 mg/mL deluje citotoksično na mišje fibroblaste 
ob takojšni izpostavitvi. Rast celic je reducirana za skoraj 50 %. Ostale koncentracije ionov 
po takojšni izpostavitvi nimajo citotoksičnih učinkov na celice. Po 24 urni izpostavitvi lahko 
opazimo 90 % redukcijo rasti vseh koncentracij ZnO ionov, ki narašča s časom izpostavitve. 
Po 3 dnevni izpostavitvi smo pri najvišjih koncentracijah ionov opazili popolno inhibicijo 
rasti mišjih fibroblastov.   
 
Cu ioni (primer Slika 11c) delujejo citotoksično na mišje fibroblaste ob takojšni izpostavitvi. 
Po 24 urni inkubaciji smo opazili, da vse koncentracije z izjemo najnižje popolnoma 
inhibirajo rast celic. Popolno inhibicijo rasti koncentracije 7,5 mg/mL lahko opazimo po 72 
urni izpostavitvi. 
 
Ioni sproščeni iz SiO2 nanodelcev (primer Slika 11d) pri vseh koncentracijah, po času (t=0, 
1, 2 in 3 dan) ne delujejo citotoksično na celice mišjih fibroblastov. Na sliki 11c opazimo, 
da celična viabilnost ne pada z zvišanjem koncentracije ionov, ampak je po 72 urni 
izpostavitvi najnižja pri koncentraciji 7,5 in 60 mg/mL.  
 
Celice mišjih fibroblastov, ki smo jih za 24 ur izpostavili ionom kovinskih nanodelcev, smo 
pobarvali tudi z »LIVE/DEAD« komercialno dostopnim kompletom in preučili s 
fluorescenčnim mikroskopom. 
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Slika 12: Kontrolni vzorec celic mišjih fibroblastov a) brez dodanih ionov. Celice mišjih fibroblastov, ki smo 
jih izpostavili ionom sproščenih iz Ag100 nanodelcev koncentracije b) 7,5 mg/mL, c) 15 mg/mL, d) 30 mg/mL, 
e) 45 mg/mL in f) 60 mg/mL smo obarvali z »LIVE/DEAD« barvali in analizirali s fluorescenčnim 
mikroskopom. Slike celic, posnetih z rdečim in zelenim filtrom smo naknadno združili s programom ImageJ. 
 
Kontrolni vzorec na sliki 12a predstavlja celice mišjih fibroblastov, ki jih nismo izpostavili 
Ag100 ionom. Na sliki 12a opazimo, da so prisotne samo žive celice,  okroglih, vretenastih 
ali zvezdastih oblik. Na sliki 12b smo mišje fibroblaste izpostavili ionom Ag100 nanodelcev 
koncentracije 7,5 mg/mL. Celice mišjih fibroblastov (primer Slika 12b) so pretežno žive in 
se po obliki nekoliko razlikujejo glede na kontrolni vzorec. Celice, ki smo jih 24 ur 
izpostavili Ag100 ionom koncentracije 15 mg/mL (primer Slika 12c) so pretežno žive. Na 
sliki 12c opazimo manjše število celic v primerjavi s slikami 12a in b. Celice so okroglih 
oblik kar pomeni, da so zaradi prisotnosti srebrovih ionov spremenile morfologijo ali se 
odlepile od podlage. Na sliki 12d so celice mišjih fibroblastov zaradi dodanih Ag100 ionov 
koncentracije 30 mg/mL pretežno mrtve. Preživele celice se po obliki in velikosti razlikujejo 
glede na kontrolni vzorec. Celice so manjše velikosti in okroglih oblik kar pomeni, da Ag100 
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ioni pri takšni koncentraciji vplivajo na delovanje mišjih fibroblastov (primer Slika 12d). 
Ag100 ioni koncentracije 45 mg/mL (primer Slika 12e) vplivajo na celice mišjih fibroblastov, 
saj je število mrtvih celic večje v primerjavi z živimi. Prisotne so nekatere žive celice (primer 
Slika 12e), ki se po obliki in velikosti razlikujejo od kontrolnega vzorca. Na sliki 12f  smo 
opazili popolno inhibicijo rasti mišjih fibroblastov, ki smo jih izpostavili Ag100 ionom 
koncentracije 60 mg/mL. Iz slik 12a-f lahko opazimo, da število mrtvih celic narašča s 
koncentracijo Ag100 ionov. 
 
 
Slika 13: Kontrolni vzorec celic mišjih fibroblastov a) brez dodanih ionov. Celice mišjih fibroblastov, ki smo 
jih izpostavili ionom sproščenih iz ZnO nanodelcev koncentracije b) 7,5 mg/mL, c) 15 mg/mL, d) 30 mg/mL, 
e) 45 mg/mL in f) 60 mg/mL smo obarvali z »LIVE/DEAD« barvali in analizirali s fluorescenčnim 
mikroskopom. Slike celic, posnetih z rdečim in zelenim filtrom smo naknadno združili s programom ImageJ. 
 
Na sliki 13a je prikazan netretiran kontrolni vzorec mišjih fibroblastov, kjer so prisotne le 
žive celice. Slika 13b predstavlja celice, ki smo jih 24 ur inkubirali z ZnO ioni koncentracije 
7,5 mg/mL. Število celic se je v primerjavi s kontrolnim vzorcem zmanjšalo. Razmerje med 
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živimi in mrtvimi celicami je 1:1, prisotne žive celice so okroglih oblik (primer Slika 13b). 
Slike 13c, d, e in f predstavljajo celice mišjih fibroblastov, ki smo jih 24 ur inkubirali z ZnO 
ioni koncentracije 15, 30, 45 in 60 mg/mL. Na slikah so prisotne le mrtve celice kar pomeni, 
da dodani ZnO ioni vplivajo na aktivnost in morfologijo mišjih fibroblastov. 
 
 
Slika 14: Kontrolni vzorec celic mišjih fibroblastov a) brez dodanih ionov. Celice mišjih fibroblastov, ki smo 
jih izpostavili ionom sproščenih iz Cu nanodelcev koncentracije b) 7,5 mg/mL, c) 15 mg/mL, d) 30 mg/mL, e) 
45 mg/mL in f) 60 mg/mL smo obarvali z »LIVE/DEAD« barvali in analizirali s fluorescenčnim mikroskopom. 
Slike celic, posnetih z rdečim in zelenim filtrom smo naknadno združili s programom ImageJ. 
 
Pri primerjavi kontrolnega vzorca (primer Slika 14a) in vzorca celic, ki smo jih 24 ur 
inkubirali z Cu ioni koncentracije 7,5 mg/mL (primer Slika 14b) smo opazili, da se število 
mrtvih celic poveča. Prisotne žive celice so popolnoma spremenile obliko in velikost. Cu 
ioni tudi pri najnižji koncentraciji povzročajo nepopravljive poškodbe na celice mišjih 
fibroblastov. Z večanjem koncentracije Cu ionov se število mrtvih celic povečuje. Na slikah 
14c, d, e in f so prisotne le mrtve celice mišjih fibroblastov. 
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Slika 15: Kontrolni vzorec celic mišjih fibroblastov a) brez dodanih ionov. Celice mišjih fibroblastov, ki smo 
jih izpostavili ionom sproščenih iz SiO2 nanodelcev koncentracije b) 7,5 mg/mL, c) 15 mg/mL, d) 30 mg/mL, 
e) 45 mg/mL in f) 60 mg/mL smo obarvali z »LIVE/DEAD« barvali in analizirali s fluorescenčnim 
mikroskopom. Slike celic, posnetih z rdečim in zelenim filtrom smo naknadno združili s programom ImageJ. 
 
Na sliki 15a so prikazane netretirane celice mišjih fibroblastov. Celice iz kontrolnega vzorca 
se po obliki in velikosti ne razlikujejo od celic na sliki 15b, saj so celice kljub 24 urni 
inkubaciji s SiO2 ioni koncentracije 7,5 mg/mL, pretežno žive.  Na sliki 15b lahko opazimo 
le nekaj mrtvih celic. Število mrtvih celic se povečuje z večanjem koncentracije SiO2 ionov, 
vendar je število mrtvih celic v primerjavi s slikami ostalih kovinskih ionov (primer Slike 
12c-f, 13c-f in 14c-f), manjše. Celice, ki smo jih izpostavili SiO2 ionom koncentracije 15 in 
30 mg/mL so pretežno žive, po obliki in velikosti se ne razlikujejo od kontrole. Razlika je le 
v večjem številu mrtvih celic (primer Sliki 15c in d). Zaradi prisotnosti SiO2 ionov 
koncentracije 45 mg/mL (primer Slika 15e) je število celic manjše v primerjavo s kontrolo. 
SiO2 ioni koncentracije 60 mg/mL vplivajo na celično preživelost, vendar je število živih 
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celic večje v primerjavi z mrtvimi. Na sliki 15f lahko opazimo celice mišjih fibroblastov, ki 
so vretenastih ali zvezdastih oblik. Iz slik 15a-f sklepamo, da SiO2 ioni nimajo citotoksičnega 
delovanja na mišje fibroblaste. 
 
4.6 Rezultati ICP-MS meritev 
 
Masno koncentracijo ionov smo izračunali tako, da smo nanodelce natehtali v točno 
določeno količino gojišča do končne koncentracije 60 mg/mL. Vzorce smo inkubirali 24 ur 
ter odstranili prisotne nanodelce z ultracentrifugiranjem in iz preostalega gojišča z ioni 
pripravili redčitve. Točno koncentracijo sproščenih ionov v različna gojišča smo določili z 
masno spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) (primer Slike 17a-e).  
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Slika 16: Koncentracije sproščenih a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 ionov v bakterijsko gojišče 
TSB in v gojišče za celične linije AMEM. 
 
Sliki 16a-b prikazujeta koncentracije ionov sproščenih v gojišče TSB in AMEM iz Ag100 in 
Ag20-30 nanodelcev. Opazili smo, da srebrovi nanodelci v primerjavi z ostalimi nanodelci 
sproščajo v gojišča najmanj ionov. Koncentracija sproščenih ionov v gojišče TSB znaša pri 
Ag100 nanodelcih 0,00015 mg/mL (primer Slika 16a). Če med seboj primerjamo 
koncentracije ionov srebrovih nanodelcev različnih velikosti opazimo, da je koncentracija 
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sproščenih ionov večja pri Ag20-30 nanodelcih in znaša 0,00085 mg/mL (primer Slika 16b). 
ZnO nanodelci koncentracije 60 mg/mL sprostijo v TSB gojišče 0,155 mg/mL ionov (primer 
Slika 16c), Cu nanodelci 0,265 mg/mL ionov (primer Slika 16d) in SiO2 nanodelci 0,0292 
mg/mL ionov (primer Slika 16e). Skoraj pri vseh nanodelcih opazimo, da je koncentracija 
sproščenih ionov v gojišče TSB večja v primerjavi z gojiščem AMEM, razen pri Ag100 
nanodelcih, kjer sta koncentraciji sproščenih ionov približno enaki. 
 
4.7 Rezultati meritev protimikrobnega učinka ionov kovinskih nanodelcev na 
rast/razvoj biofilmov bakterij E. coli in S. aureus 
 
Vpliv kovinski ionov na rast bakterijskih biofilmov smo testirali z dvema metodama. 
Biofilme bakterij E. coli in S. aureus smo vzgojili v mikrotitrski ploščici in po 24 urni 
inkubaciji gojišče TSB zamenjali z ioni kovinskih nanodelcev ter vzorce inkubirali 
nadaljnjih 24 ur. Po inkubaciji smo količino pritrjene biomase ovrednotili z barvanjem s 
kristal vijoličnem barvilom in določanjem bakterijske preživelosti preko štetja nastalih 
kolonij na trdnem gojišču (primer Slike 17a-e in 18a-e). 
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 Rezultati meritev pri biofilmih bakterije E. coli: 
 
 
Slika 17: Redukcije biofilmov E. coli, izpostavljenih različnim koncentracijam (30, 45 in 60 mg/mL) a) Ag100, 
b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 ionov (statistično značilna odstopanja med koncentracijami; *P-vrednost 
0,05-0,01, **P-vrednost <0,01 in ***P-vrednost <0,001). 
 
Količino pritrjene biomase smo ovrednotili z metodo CFU. Na sliki 17a smo biofilme 
bakterije E. coli izpostavili Ag100 ionom koncentracije 30, 45 in 60 mg/mL.  Ag100 ioni 
koncentracije 60 mg/mL reducirajo rast za 11,3 %, medtem ko koncentraciji 45 in 30 mg/mL 
zmanjšata rast biofilmov za 13 in 20,9 %. Glede na rezultate enosmerne analize variance 
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sklepamo, da so redukcije različnih koncentracij Ag100 ionov med seboj statistično 
neznačilne (P = 0,645). 
 
Redukcije biofilmov bakterije E. coli s Ag20-30 ioni so prikazane na sliki 17b. Ag20-30 ioni 
koncentracije 60, 45 in 30  mg/mL reducirajo rast oz. razvoj biofilmov za 61,8, 32 in 73 %. 
Največjo redukcijo biofilmov bakterije E. coli  povzročajo Ag20-30 ioni koncentracije 30 
mg/mL. Redukcije različnih koncentracij Ag20-30 ionov so med seboj statistično neznačilne 
(P = 0,351).  
 
Na sliki 17c smo biofilme bakterije E. coli izpostavili različnim koncentracijam ZnO ionov. 
Sproščeni ioni iz ZnO nanodelcev koncentracije 60 mg/mL so rast biofilmov reducirali za 
84 %. Ioni nižjih koncentracij (45 in 30 mg/mL) so rast reducirali za 81,4 in 67 %. Pri ZnO 
ionih opazimo, da se z višanjem koncentracij povečuje tudi redukcija bakterijskih biofilmov. 
Redukcije različnih koncentracij ZnO ionov so med seboj statistično neznačilne (P = 0,458).  
 
Slika 17d prikazuje biofilme bakterije E. coli izpostavljene različnim koncentracijam Cu 
ionov. Najvišja koncentracija sproščenih ionov iz bakrovih nanodelcev reducira rast 
biofilmov za 73 %. Cu ioni koncentracije 45 in 30 mg/mL zmanjšajo rast biofilmov za 77 in 
73 %. Redukcije različnih koncentracij Cu ionov so med seboj statistično neznačilne (P = 
0,947).    
 
Na sliki 17e smo biofilme bakterije E. coli 24 ur tretirali s SiO2 ioni. Najvišja koncentracija 
sproščenih ionov iz SiO2 nanodelcev reducira rast biofilmov za 32 %. SiO2 ioni koncentracije 
45 in 30 mg/mL reducirajo rast za 20,5 in 8,8 %. Redukcije različnih koncentracij SiO2 ionov 
so med seboj statistično neznačilne (P = 0,164). 
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 Rezultati meritev pri biofilmih bakterije S. aureus: 
 
 
Slika 18: Redukcije biofilmov S. aureus, izpostavljenih različnim koncentracijam (30, 45 in 60 mg/mL) a) 
Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 ionov (statistično značilna odstopanja med koncentracijami; *P-
vrednost 0,05-0,01, **P-vrednost <0,01 in ***P-vrednost <0,001). 
 
Na slikah 18a-e so prikazane redukcije biofilmov bakterije S. aureus, ki smo jih izpostavili 
najvišjim koncentracijam ionov kovinskih nanodelcev. Ag100 ioni (primer slika 18a) 
koncentracije 60, 45 in 30 mg/mL so rast biofilmov reducirali za 97, 99,8 in 97,4 %. 
Redukcije različnih koncentracij Ag100 ionov so med seboj statistično neznačilne (P = 0,208).  
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Na sliki 18b smo biofilme bakterije S. aureus 24 ur tretirali s Ag20-30 ioni različnih 
koncentracij. Ag20-30 ioni so pri koncentracijah 60, 45 in 30 mg/mL inhibirali rast biofilmov 
za 98,9, 98,4 in 99,3 %. Redukcije različnih koncentracij Ag20-30 ionov so med seboj 
statistično neznačilne (P = 0,733). 
 
Redukcije biofilmov bakterije S. aureus s ZnO ioni so prikazane na sliki 18c. Najvišja 
koncentracija sproščenih ZnO ionov reducira rast biofilmov za 95 %. ZnO ioni koncentracije 
45 in 30 mg/mL so rast biofilmov reducirali za 95,4 in 90,2 %. Redukcije različnih 
koncentracij ZnO ionov so med seboj statistično neznačilne (P = 0,830). 
 
Na sliki 18d smo biofilme bakterije S. aureus izpostavili Cu ionom različnih koncentracij. 
Cu ioni koncentracije 60 mg/mL reducirajo rast biofilmov bakterije S. aureus za 90,8 %. 
Koncentraciji 45 in 30 mg/mL inhibirata rast biofilmov za 92,4 in 93,8 %. Redukcije 
različnih koncentracij Cu ionov so med seboj statistično neznačilne (P = 0,771). 
 
Na sliki 18e smo biofilme bakterije S. aureus za 24 ur izpostavili SiO2 ionom. SiO2 ioni pri 
koncentracijah 60, 45 in 30 mg/mL reducirajo rast biofilmov za 89,28, 80,95 in 57,3 %. 
Redukcije različnih koncentracij SiO2 ionov so med seboj statistično neznačilne (P = 0,055).  
 
4.8 Učinek kovinskih nanodelcev na rast bakterij E. coli in S. aureus 
 
Preveriti smo želeli tudi protibakterijske učinke nanodelcev na rast bakterij E. coli in S. 
aureus. Meritve smo izvedli po enakem postopku kot meritve protibakterijskega učinka 
ionov. Slike 19a-e in 20a-e prikazujejo rast bakterij E. coli in S. aureus, v prisotnosti štirih 
različnih koncentracij kovinskih nanodelcev in rast kontrolne kulture brez dodanih 
nanodelcev. 
 
Nanodelce smo natehtali v ustrezno količino gojišča TSB do končne koncentracije 7,5 
mg/mL. Nanodelce v gojišču smo nato stresali in inkubirali v ultrazvočni kopeli. Osnovno 
raztopino kovinskih nanodelcev smo redčili do naslednjih koncentracij 3,75, 1 in 0,5 mg/mL.  
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4.8.1 Rezultati OD600 meritev 
 
 Rezultati meritev pri E. coli:  
 
 
Slika 19: OD600 bakterije E. coli, po času (t=24 ur), v odvisnosti od različnih koncentracij (0,5, 1, 3,75 in 7,5  
mg/mL) a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 nanodelcev ter kontrolna kultura brez dodanih 
nanodelcev. 
 
Slike 19a-e prikazujejo 24 urne meritve OD600 bakterije E. coli, ki smo jo izpostavili 
različnim koncentracijam nanodelcev ter kontrolno kulturo brez dodanih nanodelcev. Ag100 
nanodelci (primer Slika 19a) koncentracije 7,5 mg/mL popolnoma inhibirajo rast E. coli. 
Nanodelci koncentracije 3,75 in 1 mg/mL  inhibirajo rast bakterije za 61 % in 33 %. Najnižja 
koncentracija Ag100 ionov je rast bakterije zmanjšala za le 17,5 %. Dodani srebrovi nanodelci 
velikosti pod 100 nm koncentracij 0,5, 1, 3,75 in 7,5 mg/mL imajo statistično značilen vpliv 
na rast bakterije E. coli (P < 0,001). 
 
Ag20-30 nanodelci (primer Slika 19b) koncentracije 7,5 in 3,75 mg/mL popolnoma inhibirajo 
rast bakterije E. coli. Rast bakterije je bila pri koncentraciji 1 mg/mL reducirana za 29,5 %. 
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Najnižja koncentracija Ag20-30 nanodelcev inhibira rast E. coli za manj kot 15 %. Dodani 
Ag20-30 nanodelci različnih koncentracij statistično signifikantno vplivajo na rast bakterije E. 
coli (P < 0,001). 
 
Vpliv ZnO nanodelcev na rast E. coli je prikazan na sliki 19c. ZnO nanodelci koncentracije 
7,5 in 3,75 mg/mL popolnoma reducirajo rast E. coli. Pri koncentraciji 1 mg/mL se je rast 
bakterije zmanjšala za 47,6 %, medtem ko je bila rast pri najnižji koncentraciji inhibirana za 
30 %.  Dodani ZnO nanodelci različnih koncentracij statistično značilno vplivajo na rast E. 
coli (P < 0,001). 
 
Cu nanodelci (primer Slika 19d) koncentracije 7,5 mg/mL popolnoma inhibirajo rast 
bakterije E. coli. Nanodelci koncentracije 3,75, 1 in 0,5 mg/mL so rast bakterije reducirali 
za 82, 49 ter 39,5 %. Bakrovi nanodelci različnih koncentracij statistično signifikantno 
vplivajo na rast bakterije E. coli (P < 0,001). 
 
SiO2 nanodelci (primer Slika 19e) koncentracije 7,5 mg/mL popolnoma inhibirajo rast 
bakterije E. coli. Nanodelci koncentracije 3,75 in 1 mg/mL reducirajo rast bakterije za 66 in 
34,4 %. Najnižja koncentracija SiO2 nanodelcev je rast bakterije zmanjšala za 20 %. Dodani 
SiO2 nanodelci koncentracij 0,5, 1, 3,75 in 7,5 mg/mL statistično značilno vplivajo na rast 
bakterije E. coli (P < 0,001). 
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 Rezultati meritev pri S. aureus: 
 
 
Slika 20: OD600 bakterije S. aureus, po času (t=24 ur), v odvisnosti od različnih koncentracij (0,5, 1, 3,75 in 
7,5  mg/mL)  a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 nanodelcev ter kontrolna kultura brez dodanih 
nanodelcev. 
 
Na slikah 20a-e so prikazane 24 urne meritve OD600 bakterije S. aureus, ki smo jo izpostavili 
različnim koncentracijam nanodelcev ter kontrolna kultura brez dodanih nanodelcev. Ag100 
nanodelci (primer Slika 20a) koncentracije 60 mg/mL inhibirajo rast S. aureus za 97,6 %. 
Koncentracija 3,75 mg/mL je rast bakterije reducirala za 94%, medtem ko smo pri 
koncentraciji 1 mg/mL dobili 46,4 % redukcijo. Dodatek Ag100 nanodelcev koncentracije 0,5 
mg/mL je minimalno vplival na rast bakterije S. aureus. Srebrovi nanodelci velikosti pod 
100 nm koncentracij 0,5, 1, 3,75 in 7,5 mg/mL statistično signifikantno vplivajo na rast 
bakterije (P < 0,001). 
 
Vpliv Ag20-30 nanodelcev na rast bakterije S. aureus je prikazan na sliki 20b. Koncentraciji 
60 in 45 mg/mL popolnoma inhibirata rast S. aureus. Koncentracija 1 mg/mL je rast bakterije 
reducirala za 37 %. Dodani Ag20-30 nanodelci koncentracije 0,5 mg/mL ne vplivajo na rast 
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bakterije. Ag20-30 nanodelci različnih koncentracij statistično značilno vplivajo na rast 
bakterije S. aureus (P < 0,001). 
 
ZnO nanodelci (primer Slika 20c) koncentracije 7,5 in 3, 75 mg/mL popolnoma reducirajo 
rast bakterije S. aureus. Koncentracija 1 mg/mL je rast bakterije zmanjšala za 28 %. Najnižja 
koncentracija ZnO nanodelcev reducira rast S. aureus za manj kot 15 %. Dodani ZnO 
nanodelci različnih koncentracij statistično značilno vplivajo na rast S. aureus (P < 0,001). 
 
Vpliv Cu nanodelcev na rast S. aureus je prikazan na sliki 20d. Cu nanodelci koncentracije 
7,5, 3,75 in 1 mg/mL popolnoma inhibirajo rast bakterije S. aureus. Najnižja koncentracija 
Cu nanodelcev je rast bakterije reducirala za 12 %. Bakrovi nanodelci različnih koncentracij 
statistično značilno vplivajo na rast S. aureus (P < 0,001). 
 
SiO2 nanodelci (primer Slika 20e) koncentracije 7,5 mg/mL inhibirajo rast bakterije S. 
aureus za 93,2 %. Koncentracija 3,75 mg/mL je rast bakterije reducirala za 62,2 %. 
Najmanjše koncentracije SiO2 nanodelcev so minimalno vplivale na rast bakterije. Dodani 
SiO2 nanodelci različnih koncentracij imajo statistično signifikanten vpliv na rast bakterije 
S. aureus (P < 0,001). 
 
4.6.2 Rezultati določanja kolonijskih enot (CFU) 
 
Vzporedno z meritvami OD600 smo določali tudi število kolonij na trdem gojišču (CFU) 
(primer Slike 21a-e in 22a-e). Po 24 urnih meritvah OD600 smo iz mikrotitrske ploščice 
odvzeli po 20 µL vzorca in pripravili redčitve ter jih nacepili na plošče. Po prekonočni 
inkubaciji smo prešteli nastale kolonije. Število kolonijski enot v 1 mL vzorca smo izračunali 
z enačbo (2). 
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 Rezultati meritev pri E. coli: 
 
 
Slika 21: Redukcija rasti bakterije E. coli, izpostavljene različnim koncentracijam (1, 3,75 in 7,5 mg/mL) a) 
Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 nanodelcev (statistično značilna odstopanja med koncentracijami; 
*P-vrednost 0,05-0,01, **P-vrednost <0,01 in ***P-vrednost <0,001). 
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Ag100 nanodelci (primer Slika 21a) koncentracije 7,5 mg/mL reducirajo rast E. coli za 99,99 
%. Nanodelci koncentracije 3,75 in 1 mg/mL so rast bakterije zmanjšali za 56 in 61 %. 
Dodani Ag100 nanodelci različnih koncentracij statistično značilno vplivajo na rast bakterije 
(P < 0,001). 
 
Ag20-30 nanodelci (primer Slika 21b) koncentracije 7,5 in 3,75 mg/mL  popolnoma inhibirajo 
bakterijsko rast. Koncentracija 1 mg/mL je rast bakterije reducirala za 11 %. Vse 
koncentracije Ag20-30 nanodelcev statistično značilno vplivajo na rast E. coli (P < 0,001). 
 
Vpliv dodanih ZnO nanodelcev na rast bakterije E. coli je prikazan na sliki 21c. ZnO 
nanodelci koncentracije 7,5 mg/mL so rast bakterije reducirali za 83,2 %.  Nanodelci 
koncentraciji 3,75 in 1 mg/mL so rast bakterije zmanjšali za 97,7 in 24,7 %. Največjo 
redukcijo rasti smo dobili pri koncentraciji 3,75 mg/mL. ZnO nanodelci različnih 
koncentracij statistično signifikantno vplivajo na rast bakterije (P < 0,001). 
 
Cu nanodelci (primer Slika 21d) koncentracije 7,5 in 3,75 mg/mL popolnoma inhibirajo 
bakterijsko rast. Tudi koncentracija 1 mg/mL je rast E. coli reducirala za 98,2 %. Vse 
koncentracije Cu nanodelcev statistično signifikantno vplivajo na rast E. coli (P < 0,001). 
 
SiO2 nanodelci (primer Slika 21e) koncentracije 7,5 mg/mL inhibirajo rast E. coli za 53 %. 
Nanodelci koncentracije 3,75 in 1 mg/mL so rast bakterije reducirali za 48,7 in 39 %. SiO2 
nanodelci različnih koncentracij statistično nesignifikantno vplivajo na rast E. coli (P = 
0,618).   
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 Rezultati meritev pri S. aureus: 
 
 
Slika 22: Redukcija rasti bakterije S. aureus, izpostavljene različnim koncentracijam (1, 3,75 in 7,5 mg/mL) 
a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 nanodelcev (statistično značilna odstopanja med koncentracijami; 
*P-vrednost 0,05-0,01, **P-vrednost <0,01 in ***P-vrednost <0,001). 
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Ag100  nanodelci (primer Slika 22a) koncentracije 7,5 mg/mL zmanjšajo rast bakterije S. 
aureus za 99,99 %.  Nanodelci koncentracije 3,75 in 1 mg/mL so rast bakterije reducirali za 
97,3 in 84,6 %. Dodani Ag100 nanodelci različnih koncentracij statistično značilno vplivajo 
na rast bakterije S. aureus (P < 0,001). 
 
Vpliv Ag20-30 nanodelcev na rast bakterije S. aureus je prikazan na sliki 22b. Ag20-30 
nanodelci koncentracije 7,5 in 3,75 mg/mL so popolnoma reducirali rast bakterije S. aureus. 
Koncentracija 1 mg/mL je rast zmanjšala za 95,8 %. Ag20-30 nanodelci različnih koncentracij 
statistično značilno vplivajo na bakterijsko rast (P < 0,001). 
 
ZnO nanodelci (primer Slika 22c) koncentracije 7,5 in 3,75 mg/mL so rast bakterije 
zmanjšali za 99,99 %. Koncentracija 1 mg/mL je rast inhibirala za 91,4 %. ZnO nanodelci 
različnih koncentracij statistično signifikantno vplivajo na bakterijsko rast (P < 0,001). 
 
Cu nanodelci (primer Slika 22d) koncentracije 7,5, 3,75 in 1 mg/mL so rast bakterije 
reducirali za 99,99, 99,99 in 99,8 %. Vse koncentracije Cu nanodelcev statistično značilno 
vplivajo na rast bakterije S. aureus (P < 0,001). 
 
Vpliv SiO2 nanodelcev na rast bakterije S. aureus je prikazan na sliki 22e. Koncentraciji 7,5 
in 3,75 mg/mL rast bakterije reducirata za 27,2 in 25 %. Koncentracija SiO2 nanodelcev 1 
mg/mL je minimalno vplivala na rast S. aureus. Dodani SiO2 nanodelci različnih 
koncentracij statistično neznačilno vplivajo na rast S. aureus (P = 0,645) 
 
4.9 Rezultati vrstičnega elektronskega mikroskopa (SEM) 
 
Biofilme bakterij S. aureus in E. coli smo vzgojili na sterilne polimerne diske. Po 24 urni 
inkubaciji smo izrabljeno TSB gojišče zamenjali s Ag (20-30 nm, <100 nm), ZnO, Cu in 
SiO2 nanodelci koncentracije 7,5 mg/mL. Biofilme z nanodelci smo inkubirali nadaljnjih 
24 ur. Po inkubaciji smo vzorce pripravili za SEM (primer Slike 23a-d in 24a-d). 
 
Zaradi slabe ločljivosti vzorcev smo za analizo rezultatov izbrali tiste vzorce pri katerih je 
protimikrobno delovanje kovinskih nanodelcev najbolje razvidno. 
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 Rezultati meritev pri E. coli: 
 
 
Slika 23: Kontrolni vzorec biofilma bakterije E. coli a) brez dodanih nanodelcev. Biofilmi E. coli, po dodatku 
b) Ag100, c) Ag20-30 in d) SiO2 nanodelcev koncentracije 7,5 mg/mL. Oranžni puščici na sliki 23c prikazujeta 
vezane Ag20-30 nanodelce. 
 
Na slikah  23a-d  so prikazani biofilmi bakterije E. coli, po 24 urni inkubaciji s kovinskimi 
nanodelci ter kontrolni vzorec brez dodanih nanodelcev. Slika 23a prikazuje kontrolni 
vzorec 48 ur starega biofilma bakterije E. coli. Opazili smo, da so bakterijske celice na 
kontrolnem vzorcu enakomerno porazdeljene po polimernem disku. Celice so 
nepoškodovane, integriteta celične stene in membrane je nespremenjena (primer Slika 23a). 
Ag100 nanodelci tvorijo v gojišču aglomerate, ki prekrivajo celice E. coli (primer Slika 23b). 
Oranžni puščici na sliki 23c prikazujeta posamezne Ag20-30 nanodelce, ki so se vezali na 
celično steno bakterije E. coli. Vezava SiO2 in Ag nanodelcev vpliva na morfologijo 
bakterijskih celic, nekatere spremenijo obliko in postanejo bolj okrogle, medtem ko pri 
drugih opazimo popolno razgradnjo bakterijskih celic (primer Slika 23b, c in d). V 
primerjavi s kontrolo je število celic pri tretiranih vzorcih, manjše. 
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 Rezultati meritev pri S. aureus: 
 
 
Slika 24: Kontrolni vzorec biofilma bakterije S. aureus a) brez dodanih nanodelcev. Biofilmi S. aureus, po 
dodatku b) Ag100, c) Ag20-30 in d) Cu nanodelcev koncentracije 7,5 mg/mL. 
 
Na sliki 24a so prikazani 48 ur stari biofilmi bakterije S. aureus, ki jih nismo izpostavili 
kovinskim nanodelcem. Pri kontrolnemu vzorcu lahko opazimo, da so bakterijske celice 
nepoškodovane in enakomerno porazdeljene po polimernem disku. Opazimo lahko, da celice 
pri takšnih pogojih in inkubacijskemu času začnejo proizvajati eksopolisaharidni matriks 
(primer Slika 24a). Pri Ag100 nanodelcih koncentracije 7,5 mg/mL (primer Slika 24b) smo 
opazili, da je število celic manjše v primerjavi s kontrolo. Večina srebrovih nanodelcev 
tvorijo aglomerate, ki prekrivajo bakterijske celice oziroma vežejo bakterijske celice v 
aglomerate. Celice, ki jih lahko opazimo na sliki 24a so morfološko nespremenjene glede na 
kontrolo. Če med seboj primerjamo slike srebrovih nanodelcev obeh velikosti (primer Slika 
24b in c) lahko opazimo, da Ag20-30 nanodelci posredujejo večje protimikrobno delovanje. 
Morfologija bakterijskih celic S. aureus se je popolnoma spremenila v primerjavi s kontrolo. 
Celice so popolnoma razgrajene ostala je le deformirana celična stena in membrana (primer 
Slika 24c). Na sliki 24d smo opazili, da Cu nanodelci, ki so v stiku z bakterijskimi celicami 
spremenijo obliko in se povezujejo v aglomerate nitastih struktur ter posledično vplivajo na 
morfologijo nekaterih celic. Na slikah 24b-d smo opazili, da so nekatere celice S. aureus 
popolnoma razgrajene, druge pa se morfološko ne razlikujejo od kontrolnega vzorca.   
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Med primerne kandidate za protimikrobne učinkovine spadajo tudi kovinski nanodelci (Gold 
in sod., 2018). Njihovo učinkovitost izboljšujemo z zmanjševanjem velikosti na nano 
velikost (Flores in sod., 2013). Zaradi unikatnih lastnostih nanodelci skupaj s preostalimi 
nanomateriali predstavljajo pomemben del raziskav na področju biomedicine (Fadeel in 
sod., 2015).  Večina teh raziskav se nanaša predvsem na uporabnost kovinskih nanodelcev, 
na njihove protimikrobne učinke oziroma na mehanizme takšnega delovanja. Slednji v večji 
meri zajemajo vezavo in prehod nanodelca v bakterijsko celico, sprostitev topnega ionskega 
dela in proizvodnjo ROS (Seil in Webster, 2012). Raziskave, ki bi preučevale protimikrobno 
delovanje ionov sproščenih iz kovinskih nanodelcev, so na voljo v omejenem obsegu. Zato 
smo se odločili, da v magistrski nalogi raziščemo protimikrobne učinke komercialno 
dostopnih kovinskih nanodelcev in njihovih topnih ionskih delov na bakteriji S. aureus in E. 
coli. 
 
Z namenom izvedbe poglobljene raziskave smo se pri eksperimentalnem delu magistrske 
naloge posluževali večjega števila standardiziranih testov in metod. Le-te lahko v grobem 
razdelimo na karakterizacijo materiala ter na ugotavljanje bioloških učinkov ionov kovinskih 
nanodelcev in kovinskih nanodelcev samih.  
 
5.1 Karakterizacija materiala 
 
Kot smo že povedali, so nanomateriali zelo zanimivi za uporabo na različnih področjih 
zaradi njihovih unikatnih lastnostih, povezanih z velikostjo. Pomembno je, da material, ki 
ga uporabljamo pri raziskavah dobro poznamo, predvsem v smislu njegovih fizikalno-
kemijskih lastnostih. Poleg velikosti je za določitev njihovih bioloških učinkov potrebno 
natančno opredeliti tudi preostale fizikalno-kemijske lastnosti nanomaterialov kot so oblika, 
nagnjenost k aglomeraciji, kristalna struktura, površina in površinska kemija ter naboj in 
poroznost. Karakterizacija uporabljenega nanomateriala poteka na treh nivojih. Primarno 
karakterizacijo izvajamo na suhih delcih, sekundarno v vodnih raztopinah, medtem ko pri 
terciarni karakterizaciji analiziramo interakcije nanodelcev z biološkimi sistemi in vitro in 
in vivo (Fadeel in sod., 2015).    
  
Za karakterizacijo komercialno dostopnih kovinskih nanodelcev smo najprej uporabili TEM, 
s čim smo želeli pridobiti podatke o obliki in velikost nanodelcev ter njihovi razporeditvi. 
Uporabljali smo srebrove nanodelce velikosti pod 100 nm in velikosti med 20 in 30 nm, ZnO 
nanodelce velikosti pod 50 nm, Cu nanodelce velikosti med 40 in 60 nm ter nanodelce SiO2 
velikosti med 5 in 15 nm. Po obliki so vsi uporabljeni Ag, Cu in SiO2 nanodelci okroglih 
oziroma ovalnih oblik (primer Slike 6a, b, c, d, g in h). Iz slik smo opazili, da so ZnO 
nanodelci različnih geometrijskih oblik, nekateri delci presegajo navedeno velikost 50 nm 
(primer Sliki 6e in f). Po podatkih iz literature naj bi bili najbolj baktericidni Ag nanodelci 
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trikotne oblike, ZnO nanodelci rožaste oblike in SiO2 nanodelci v obliki žičk (Seil in 
Webster, 2012). Za Cu nanodelce v obstoječi literaturi ni bilo mogoče zaslediti, katera oblika 
bi naj bila najbolj učinkovita v smislu protimikrobnega delovanja. Poleg tega smo opazili še, 
da nanodelci v raztopini tvorijo aglomerate, ki so tudi do 100krat večji od osnovne velikosti 
(primer Slike 6a-h). Za preprečevanje nastanka aglomeratov smo nanodelce predhodno 
stresali in obdelali z ultrazvočno kopeljo, vendar nismo dosegli želenega učinka. Aglomerate 
nanodelcev lahko preprečimo tudi tako, da jih prekrijemo z različnimi polimeri, surfaktanti 
ali reducirajočimi reagenti. Pri eksperimentu smo uporabljali Ag20-30 nanodelce prekrite s 
PVP polimerom, ki naj bi preprečil nastanek aglomeratov, vendar lahko iz slik opazimo 
(primer Sliki 6c in d), da se uporabljeni nanodelci kljub temu v gojišču povezujejo in tvorijo 
aglomerate (Kubo in sod., 2018). Pri nadaljnji analizi smo zato upoštevali nastanek 
aglomeratov in jih vključili v interpretacijo rezultatov.  
 
Točno koncentracijo sproščenih ionov v gojišče TSB in AMEM iz nanodelcev koncentracije 
60 mg/mL smo določali z masno spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) 
(primer Slike 16a-e). Količina sproščenih ionov je odvisna od velikosti nanodelcev, saj 
manjši delci sproščajo v medij več ionov (Flores in sod., 2013). Podatki, ki smo jih dobili, 
se pri srebrovih nanodelcih ujemajo z ugotovitvami iz literature, saj se je pri Ag100 
nanodelcih sprostilo 0,00015 mg/mL ionov pri Ag20-30 nanodelcih pa 0,00085 mg/mL ionov. 
Srebrovi nanodelci so v primerjavi z ostalimi v izbrana gojišča sprostili najmanj ionov 
(Besinis in sod., 2014). Koncentracija sproščenih ionov je odvisna tudi od tipa izbranega 
medija. Glede na rezultate študij se je v primerjavi z vodo več ionov sprostilo v bogato 
bakterijsko gojišče (Kaweeteerawat in sod., 2017). Pri naših rezultatih smo opazili, da se več 
ionov sprosti v bakterijsko gojišče kot v gojišče za celične linije (primer Slike 16a-e). 
Analiza toksičnosti nanodelcev na bakterijske celice najpogosteje poteka v bogatih rastnih 
gojiščih kot sta gojišči TSB ali LB. Takšna bogata gojišča vsebujejo visoke koncentracije 
aminokislin, peptidov, soli, mineralov, vitaminov in glukoze, kar lahko vpliva na površinsko 
kemijo nanodelcev kot je sprememba zeta potenciala in topnosti, lahko je onemogočena tudi 
interakcija z bakterijami. Predvsem pa lahko takšna gojišča vplivajo na stabilnost 
nanodelcev in nastanek aglomeratov. Čeprav zaradi zgoraj opisanih razlogov testiranje 
protimikrobnega učinka nanodelcev v bogatem gojišču ni najbolj primerno, le ta velja za 
neprimernejši medij za bakterijsko razmnoževanje in izražanje genov. Vpliv gojišča na 
nanodelce bi lahko torej dodatno dokazovali z merjenjem zeta potenciala (Kadiyala in sod., 
2018). 
 
5.2 Biološki učinki ionov kovinskih nanodelcev 
 
Za preverjanje protibakterijskega delovanja ionov, ki so se v gojišče TSB in AMEM sprostili 
iz kovinskih nanodelcev, smo uporabili štiri različne teste. Za prvi test smo izbrali 
spektroskopske meritve optičnih gostot (OD600). Izmerjena optična gostota korelira s 
koncentracijo bakterij v vzorcu (Seil in Webster, 2012). Bakterije E. coli in S. aureus smo 
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24 ur izpostavili različnim koncentracijam ionov, ki so se sprostili iz Ag (20-30 nm, <100 
nm), ZnO, Cu in SiO2 nanodelcev (primer Slike 7a-e in 8a-e) in ugotovili, da dodani kovinski 
ioni negativno vplivajo na rast bakterij.  
 
Največje razlike v OD600 glede na kontrolne kulture E. coli in S. aureus smo dobili pri 
najvišjih koncentracijah ionov (primer Slike 7a-e in 8a-e). Ioni, ki so se sprostili iz Ag20-30 
nanodelcev koncentracije 60 mg/mL popolnoma inhibirajo rast E. coli in S. aureus. ZnO ioni 
najvišje koncentracije reducirajo rast E. coli za 65 %, medtem ko je rast S. aureus zmanjšana 
za 93 %. Tudi sproščeni ioni iz Cu nanodelcev koncentracije 60 mg/mL reducirajo rast E. 
coli za 68 %, rast S. aureus pa za 65 %. Ag100 in SiO2 ioni vplivajo na rast bakterij manj 
očitno v primerjavi z ostalimi kovinskimi ioni. Rast E. coli so Ag100 in SiO2 ioni najvišje 
koncentracije zmanjšali za 24 %. Rast S. aureus se je zaradi dodanim Ag100 ionov 
koncentracije 60 mg/mL zmanjšala za 58 %, pri SiO2 ionih pa za 30 %. Pri primerjavi 
protimikrobnih učinkov srebrovih nanodelcev obeh velikosti smo opazili, da imajo ioni 
sproščeni iz Ag20-30 nanodelcev večje protimikrobno delovanje in to v prvi vrsti zato, ker je 
pri manjših velikostih prišlo do sproščanja večjih koncentracij ionov (primer Sliki 16a in b). 
Iz rezultatov sklepamo, da sproščeni ioni iz kovinskih nanodelcev bolje učinkujejo proti po 
Gramu pozitivnim bakterijam.  
 
Vzporedno z merjenjem OD600 smo izvajali metodo določanja kolonijskih enot (CFU), kjer 
smo dobili primerljive rezultate tako v smislu zmanjšanja rasti kot tudi pri razlikah delovanja 
glede na velikost in na po Gramu pozitivne in negativne bakterijske vrste (primer Slike 9a-
e in 10a-e). Rezultati med metodama se bolje ujemajo pri bakteriji E. coli. Te razlike lahko 
pripišemo napakam, ki so se zgodile pri izvedbi posamezne praktične eksperimentalne 
metode. Redukcije, ki smo jih dobili pri metodi štetja kolonij na trdem gojišču so pri vseh 
vzorcih večje v primerjavi z meritvami OD600, saj lahko z metodo CFU natančneje določimo 
redukcije bakterijske rasti. 
 
Z disk difuzijsko metodo smo želeli določiti MIK ionov. Rezultati so prikazani v Prilogi C, 
saj nobena testirana koncentracija ionov kovinskih nanodelcev ni povzročila nastanka 
inhibicijskih con. Določanje MIK in MBK je pri nanodelcih zapleten proces, saj je raztopina 
nanodelcev motna in je hitrost raztapljanja nanodelcev ter koloidna stabilnost v bakterijskih 
gojiščih različna. Nekateri nanodelci lahko v bakterijskemu gojišču postanejo nestabilni. 
Zaradi nestabilnosti lahko pride do precipitacije nanodelcev na dno vzorčne posode. Do 
sprememb površinske kemije nanodelcev lahko pripeljejo tudi interakcije s celicami ali 
vezave na biološke komponente v gojišču, kar s časom vodi do aglomeracije nanodelcev 
(Kadiyala in sod., 2018). MIK se lahko določa tudi z merjenjem OD600, tako da vzorce z 
nanodelci primerjamo z negativno kontrolo in ozadjem, vendar takšno določanje MIK ni 
najbolj optimalno, saj tudi lizirane komponente bakterijskih celic prispevajo k optični gostoti 
vzorca (Salem in sod., 2015).  Prav zaradi motnosti nanodelcev v bakterijskemu gojišču naj 
bi bila najprimernejša začetna koncentracija bakterij 106 CFU/mL, medtem ko so 
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najpogosteje v uporabi začetne koncentracije med 104 in 108 CFU/mL (Kadiyala in sod., 
2018). Pri našem praktičnemu delu, natančneje pri merjenju učinkovitosti ionov in 
nanodelcev z metodami OD600 in CFU smo uporabljali začetno koncentracijo bakterije E. 
coli 108 CFU/mL in S. aureus 107 CFU/mL. Pri bakterijah, ki se pri optimalnih pogojih delijo 
med 20 do 40 minut, je skoraj nemogoče zagotoviti ustrezno dozo nanodelcev glede na 
število bakterij. Od tega, ali nanodelci delujejo protimikrobno, je odvisna tudi izbira 
testiranega mikroorganizma, saj so nekatere vrste bolj občutljive kot druge (Kadiyala in sod., 
2018).  
 
MIK in MBK vrednosti smo zato določili z odčitavanjem motnosti bakterijskega gojišča in 
z metodo štetja kolonij na trdem gojišču ob upoštevanju koncentracij ionov, pridobljenih s 
pomočjo ICP-MS analize (primer Slike 16a-e). Pri E. coli je MIK Ag20-30 ionov 0,85 µg/mL, 
vendar ta koncentracija deluje baktericidno, zato je dejanska MIK nekje med 0,64 in 0,85 
µg/mL. Pri S. aureus  znaša MIK Ag20-30 ionov 0,85 µg/mL, pri Cu ionih pa 265 µg/mL. 
MIK ZnO ionov je 116,25 µg/mL, MBK presega najvišjo testirano koncentracijo 155 µg/mL 
za S. aureus. Določanje MIK je bilo zaradi motnosti gojišča TSB z ioni nanodelcev oteženo, 
zato pri nekaterih ionih nismo uspeli ovrednotili MIK oziroma MIK presega testirane 
koncentracije. MBK v večini primerov presegajo najvišje testirane koncentracije kovinskih 
ionov. 
 
Za interpretacijo mehanizmov delovanja sproščenih ionov iz kovinskih nanodelcev smo 
izvedli metabolni test XTT. Rezultati so prikazani v Prilogi B, saj se rezultati testa XTT niso 
ujemali z rezultati OD600 in CFU. Za tovrstna odstopanja smo v literaturi našli več razlogov. 
Na rezultate metabolnega testa XTT lahko vplivamo s kislim pH, polifenoli ali 
nanomateriali, med katere sodijo tudi kovinski nanodelci, ki smo jih uporabili v naših 
eksperimentih. Nanodelci lahko reagirajo z različnimi komponentami testa XTT, motijo 
odčitavanja in privedejo do napačnih rezultatov ter povzročajo nastanek ROS, ki vplivajo na 
mitohondrijske encime in posledično napačno interpretacijo celične preživelosti. Kovinski 
ioni pa lahko poleg nastanka ROS motijo redukcijo reagenta XTT (Bahadar in sod., 2016).  
 
Chudobova in sodelavci (2015) so analizirali sposobnost preživetja bakterije S. aureus, ki so 
jo 24 ur izpostavili Ag+, Cu2+, Cd2+, Zn2+ in Pb2+ ionom koncentracije 0, 10, 25, 50, 75, 150, 
225 in 300 µM. Rast bakterije so po 24 urni inkubaciji popolnoma inhibirali Ag ioni 
koncentracije 150 µM, medtem ko je bila rast pri Cu in ZnO ionih koncentracije 300 µM 
zmanjšana za približno 70 in 60 %. Največje protimikrobno delovanje smo kot Chudobova 
in sodelavci (2015) zaznali pri Ag+ ionih, ki so se sprostili iz Ag20-30 nanodelcev. Ag20-30 ioni 
koncentracije 7,8 µM (0,85 µg/mL) popolnoma inhibirajo rast bakterij S. aureus in E. coli. 
Cu ioni koncentracije 4 mM (265 µg/mL) so rast S. aureus in E. coli zmanjšali za približno 
65 %. ZnO ioni koncentracije 1,9 mM (155 µg/mL) reducirajo rast S. aureus za 93 %, 
medtem ko je rast E. coli zmanjšana za 65 %.  
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Protibakterijsko delovanje Cu ionov so dokazali tudi Hakobyan in sodelavci (2016). 
Pokazali so, da koncentracije bakrovih ionov, ki presegajo 1 mM, toksično delujejo na 
bakterije, saj vplivajo na permeabilnost membrane in inaktivacijo encimov (Hakobyan in 
sod., 2016). Rezultati študije se ujemajo z našimi rezultati, saj smo pri koncentracijah Cu 
ionov, ki presegajo 1 mM dobili več kot 90 % redukcije rasti obeh bakterij.  
 
Poleg protibakterijskih učinkov sproščenih ionov iz kovinskih nanodelcev nas je zanimal 
tudi vpliv ionov na sesalske celice. Vpliv dodanih ionov na mišje fibroblaste smo ovrednotili 
z dodatkom reagenta Prestoblue® in mišje fibroblaste pobarvali z »LIVE/DEAD« 
komercialno dostopnim kompletom za celično viabilnost ter preučili s fluorescenčnim 
mikroskopom. Rezultati so pokazali, da ioni kovinskih nanodelcev poleg protimikrobnega 
učinka delujejo tudi citotoksično kar pomeni, da je njihova dejanska uporaba vprašljiva 
(primer Slike 11a-d). Pri večini ionov je tudi pri najnižjih koncentracijah prišlo do 
spremembe rasti obeh bakterij in do znižanja preživelih celic mišjih fibroblastov. Izjema so 
le SiO2 ioni, ki tudi po 3 dnevni izpostavitvi nimajo citotoksičnega vpliva na mišje 
fibroblaste, medtem ko pri najvišjih koncentracijah ionov vplivajo na bakterijsko rast, zato 
je njihova uporaba primerna in varna. 
 
Rezultati fluorescenčne mikroskopije se ujemajo z rezultati, ki smo jih dobili s 
fluorescenčnim testom z reagentom Prestoblue®.  Glede na kontrolni vzorec, kjer so prisotne 
samo žive celice, ki so vretenastih, zvezdastih in okroglih oblik opazimo, da z večanjem 
koncentracije ionov vplivamo na njihovo morfologijo. Celice zaradi prisotnosti ionov 
postanejo bolj okroglih oblik, nekatere se odlepijo od podlage, spremeni se tudi njihova 
velikost. Z višanjem koncentracije ionov se povečuje tudi število mrtvih celic, izjema so le 
SiO2 ioni (primer Slike 12, 13, 14 in 15).  
 
Citotoksično delovanje nanodelcev lahko ovrednotimo z različnimi metodami. Jin in 
sodelavci (2008) so analizirali citotoksično delovanje TiO2 nanodelcev na celice mišjih 
fibroblastov s fluorescenčno mikroskopijo, SEM, metabolnim testom MTT in merjenjem 
koncentracij ROS. Uporabljali so TiO2 nanodelce koncentracije od 3 do 600 µg/mL in 
ugotovili, da se z večanjem koncentracije nanodelcev zmanjšuje število živih celic. Dodani 
nanodelci vplivajo tudi na morfologijo celic mišjih fibroblastov. Celice se skrčijo in 
postanejo okrogle oblike (Jin in sod., 2008), kar se ujema z rezultati, ki smo jih dobili s 
fluorescenčno mikroskopijo.  
 
Vpliv ionov na bakterijske biofilme smo ovrednotili z metodama OD600 in CFU. Izkazalo se 
je, da dodani ioni kovinskih nanodelcev niso vplivali na rast oziroma razvoj biofilmov 
bakterij E. coli in S. aureus, saj smo dobili statistično neznačilne rezultate. Ob primerjavi 
rezultatov lahko sklepamo, da sproščeni ioni bolje učinkujejo proti biofilmom bakterije S. 
aureus (primer Slike 17a-e in 18a-e). Se pa rezultati, ki smo jih dobili pri meritvah vpliva 
ionov na bakterijske biofilme skladajo z ugotovitvami drugih raziskav. Pri bakterijskih 
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biofilmih smo v primerjavi s planktonskimi celicami pričakovali nižje redukcije rasti, saj so 
biofilmi odpornejši proti dezinfekcijskim sredstvom, antibiotikom in človeškemu 
imunskemu odzivu (Wolska in sod., 2015).  
 
Cousins in sodelavci (2007) so testirali vpliv ZnO ionov na bakterijske biofilme. Pokazali 
so, da ZnO ioni učinkovito reducirajo rast biofilmov po Gramu pozitivnih in negativnih 
bakterij, pri čem naj bi učinkoviteje delovali proti biofilmom po Gramu pozitivne bakterije 
S. aureus. Rezultati, ki so jih dobili Cousins in sodelavci (2007) se ujemajo z našimi rezultati. 
ZnO ioni koncentracije 116,25 µg/mL reducirajo rast biofilmov bakterije E. coli in S. aureus 
za 84 in 95 %. Vpliv bakrovih in cinkovih ionov na nastajanje biofilmov po Gramu pozitivne 
bakterije Bacillus subtilis so dokazali Falcón García in sodelavci (2020).  Pri eksperimentu 
so raziskovali vpliv protibakterijskih površin narejenih iz bakra, ki naj bi spodbudile lipidno 
peroksidacijo v bakteriji in posledično uničenje membrane. V članku so tudi ugotovili, da so 
biofilmi, ki rastejo v prisotnosti kovinskih ionov, dovzetnejši za zdravljenje okužb z 
antibiotiki v raztopinah (Falcón García in sod., 2020).  
 
Pri magistrski nalogi smo preverjali učinkovitost ionov že na tvorjenih bakterijskih 
biofilmih, lahko pa bi preverili tudi vpliv ionov na nastanek biofilmov, predvsem pri SiO2 
nanodelcih, ki naj bi preprečevali pritrjevanje bakterijskih celic (Cousins in sod., 2007).  
 
5.3 Biološki učinki kovinskih nanodelcev 
 
Za preverjanje protibakterijskega delovanja kovinskih nanodelcev smo uporabljali enake 
metode kot pri ionih, izločenih iz kovinskih nanodelcev, z izjemo testa XTT. Za prvi test 
smo izbrali spektroskopske meritve optičnih gostot. Bakterije E. coli in S. aureus smo 24 ur 
izpostavili različnim koncentracijam Ag (20-30 nm, <100 nm), ZnO, Cu in SiO2 nanodelcem 
(primer Slike 19a-e in 20a-e).  
 
Ugotovili smo, da dodani nanodelci statistično značilno vplivajo na rast bakterij. Podobno 
kot pri ionih je iz rezultatov razvidno, da z višanjem koncentracije nanodelcev optična 
gostota pada (Seil in Webster, 2012). Na rast bakterije E. coli najučinkovitejše vplivajo 
dodani Ag20-30 in ZnO nanodelci, ki tudi pri koncentraciji 3,75 mg/mL popolnoma inhibirajo 
bakterijsko rast. Dodani Cu, Ag100 in SiO2 nanodelci koncentracije 7,5 mg/mL prav tako 
preprečujejo rast E. coli. Na rast S. aureus najučinkovitejše vplivajo dodani Cu ioni, ki tudi 
pri koncentraciji 1 mg/mL popolnoma reducirajo bakterijsko rast. Ag20-30 in ZnO nanodelci 
rast S. aureus popolnoma inhibirajo pri koncentraciji 3,75 mg/mL. Ag100 nanodelci so rast 
S. aureus popolnoma reducirali pri koncentraciji 7,5 mg/mL. Dodani SiO2 nanodelci 
koncentracije 7,5 mg/mL so rast S. aureus zmanjšali za 93 %. Na protibakterijsko delovanje 
vpliva tudi velikost nanodelcev, saj smo opazili, da se z zmanjšanjem velikosti poveča 
redukcija bakterijske rasti. Iz rezultatov sklepamo, da kovinski nanodelci bolje učinkujejo 
proti po Gramu pozitivnim bakterijam. 
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Vzporedno z merjenjem OD600 smo izvajali tudi metodo CFU (primer Slike 21a-e in 22a-e). 
Rezultati, ki smo jih dobili s testom CFU se ujemajo z meritvami OD600. Po statistični 
obdelavi smo ugotovili, da dodani nanodelci statistično značilno vplivajo na rast bakterij. 
Statistično neznačilne rezultate smo dobili le pri SiO2 nanodelcih, saj vplivajo na bakterijsko 
rast manj očitno v primerjavi z ostalimi. Večje redukcije bakterijske rasti smo dobili pri 
metodi štetja kolonij na trdem gojišču, v primeru ZnO in SiO2 nanodelcev pa smo prišli do 
nasprotnih ugotovitev. Takšne rezultate lahko pripišemo predvsem napaki pri meritvah 
OD600, saj tudi kovinski nanodelci absorbirajo pri valovni dolžini 600 nm. Pri nekaterih 
vzorcih smo opazili, da so te absorbance zelo visoke, zato smo vzorcem z nanodelci in 
bakterijami odšteli negativne kontrole, ki so bili v našem primeru nanodelci v TSB gojišču, 
kar je lahko vodilo v končne lažno negativne rezultate. 
 
Prav tako kot pri testiranju protimikrobnega učinka ionov smo MIK nanodelcev želeli 
ovrednotiti z metodo inhibicijskih con, vendar smo naleteli na enake težave, zato so rezultati 
predstavljeni v Prilogi D. MIK smo po 24 urni inkubaciji z bakterijami vizualno odčitali iz 
redčitev nanodelcev. MBK smo določili s štetjem nastalih bakterijskih kolonij na agarskih 
ploščah. MBK Ag100 nanodelcev je 7,5 mg/mL, medtem ko je MIK med 3,75 in 7,5 mg/mL 
za E. coli. MIK Ag20-30 nanodelcev je med 1 in 3,75 mg/mL, MBK pa znaša 3,75 mg/mL za 
E. coli. MIK Cu nanodelcev je 3,75 mg/mL, MBK pa 7,5 mg/mL za E. coli. MIK ZnO 
nanodelcev znaša 3,75 mg/mL, MBK presega koncentracijo 7,5 mg/mL za E. coli. Najnižjo 
inhibitorno koncentracijo smo dobili pri nanodelcih SiO2, ki znaša 7,5 mg/mL za E. coli. 
MIK Ag100 nanodelcev je 3,75 mg/mL, MBK presega koncentracijo 7,5 mg/mL za S. aureus. 
MIK Ag20-30 in ZnO nanodelcev znašajo 3,75 mg/mL, MBK pa 7,5 mg/mL za S. aureus. 
MIK Cu nanodelcev je 1 mg/mL za S. aureus, MBK pa 3,75 mg/mL. Prav tako smo najnižjo 
MIK dobili pri SiO2 nanodelcih, ki znaša 7,5 mg/mL za S. aureus. 
 
S SEM smo vizualno ovrednotili vpliv nanodelcev na bakterije E. coli in S. aureus. Na slikah 
23 in 24 lahko opazimo, da kovinski nanodelci v bakterijskemu gojišču tvorijo aglomerate. 
Zaradi nastanka aglomeratov je razlaga protibakterijskih mehanizmov s SEM nekoliko 
ovirano. Na sliki 23c smo opazili, da se posamezni nanodelci lahko vežejo na bakterijsko 
celično steno. Vezava nanodelcev na bakterije vpliva na morfologijo celic. Nekatere celice 
so zaradi prisotnosti nanodelcev popolnoma razgrajene pri nekaterih pa je deformirana le 
celična stena in membrana. Opazili smo tudi, da srebrovi nanodelci manjše velikosti 
posredujejo večje protimikrobno delovanje, kar se sklada z ostalimi rezultati praktičnega 
dela in literaturo. Največji problem aplikacije kovinskih nanodelcev je prav tvorba 
aglomeratov v stiku s tekočino. Protimikrobno delovanje se na račun aglomeratov zmanjša, 
vendar lahko iz rezultatov OD600, CFU in MIK sklepamo, da je rast obeh bakterijskih sevov 
pri vseh testiranih nanodelcih koncentracije 7,5 mg/mL popolnoma inhibirana, izjema so le 
SiO2 nanodelci. Ker smo pri nekaterih nanodelcih naleteli na slike slabših ločljivosti, 
moramo pri mikroskopiranju paziti na ustrezno koncentracijo nanodelcev in bakterij. Pri 
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nizkih koncentracijah celic in nanodelcev lažje dobimo slike visokih ločljivosti (Sousa in 
sod., 2015). 
 
Protimikrobne učinke Ag nanodelcev lahko primerjamo z rezultati, ki so jih dobili Shahzadi 
in sodelavci (2018). Uporabljali so Ag nanodelce velikosti med 30 in 40 nm ter nanodelce 
velikosti med 20 in 30 nm, ki so po velikosti enaki komercialnim nanodelcem, ki smo jih 
sami uporabljali. V raziskavi so poleg različnih velikosti uporabljali tudi Ag nanodelce, ki 
so jih sintetizirali z različnimi metodami. MIK, ki so jih pri eksperimentu dobili, znašajo za 
Ag nanodelcev velikosti med 30 in 40 nm 2,8 µg/mL za E. coli in 4,37 µg/mL za S. aureus. 
Pri Ag nanodelcih velikosti med 20 in 30 nm je MIK znašala 2,10 µg/mL za E. coli in 2,36 
µg/mL za S. aureus. Shahzadi in sodelavci (2018) so v študiji pokazali, da imajo srebrovi 
nanodelci večjo protibakterijsko delovanje na po Gramu negativne bakterije. Pri Ag 
nanodelcih velikosti med 20 in 30 nm pa so razlike v MIK med bakterijami zelo majhne, kar 
se ujema z našimi rezultati.  
 
MIK sintetičnih Ag nanodelcev so določali tudi Mirzajani in sodelavci (2011). Bakterijo S. 
aureus (0,5 McF) so izpostavili Ag nanodelcem povprečne velikosti 17 nm. MIK in MBK 
sta v njihovem primeru znašali 2 µg/mL in 4 µg/mL (Mirzajani in sod., 2011). Protimikrobne 
učinke Ag nanodelcev velikosti med 10 in 50 nm so testirali tudi Kubo in sodelavci (2018). 
Vrednost MBK je bila v njihovi študiji določena med 0,08 in 5 mg/L za E. coli, medtem ko 
je pri S. aureus znašala med 1 in 10 mg/L. Glede na njihove rezultate naj bi srebrovi ioni v 
primerjavi z nanodelci posredovali večje protimikrobno delovanje, saj naj bi MBK ionov 
znašala 0,02 mg/L za E. coli in 0,16 mg/L za S. aureus (Kubo in sod., 2018). MIK in MBK, 
ki sta bili izračunani v omenjeni raziskavi, sta v primerjavi z našimi vrednostmi  nižji. 
Podobna odstopanja smo opazili tudi pri MIK in MBK vrednostih ostalih študij, kar bi lahko 
pripisali  naši uporabi komercialno dostopnih nanodelcev.  
 
Protibakterijske učinke komercialno dostopnih Ag nanodelcev velikosti 100 nm so testirali 
tudi Lara in sodelavci (2010). V njihovem primeru je MIK za bakterije z začetno 
koncentracijo 105 CFU/mL, znašala 9 mg/mL. V članku so dokazali, da imajo Ag100 
nanodelci podobno protibakterijsko aktivnost na po Gramu pozitivne in po Gramu negativne 
bakterijske seve (Lara in sod., 2010). Njihove ugotovitve se ujemajo z našimi rezultati, saj 
so MIK Ag100 nanodelcev med 3,75 in 7,5 mg/mL za E. coli in  3,75 mg/mL za S. aureus. 
Dobljene nižje MIK pri našem eksperimentu lahko pojasnimo z majhnimi odstopanji v 
velikosti testiranih nanodelcev, saj smo pri eksperimentu uporabljali Ag nanodelce velikosti 
pod 100 nm. 
 
Po navedbah v literaturi sodeč imajo srebrovi nanodelci povečan protibakterijski učinek proti 
po Gramu negativnim bakterijskim vrstam, vendar lahko z zmanjšanjem velikosti povečamo 
protimikrobno aktivnost na po Gramu pozitivne in večkratnoodporne bakterijske vrste 
(Dakal in sod., 2016). Ag nanodelci so v primerjavi s sproščenimi Ag+ ioni manj toksični 
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(Markowska in sod., 2013), saj lahko ti prosto prehajajo v bakterijsko celico (Gold in sod., 
2018), kar se ujema z našimi ugotovitvami. 
 
Protimikrobne učinke ZnO nanodelcev lahko primerjamo z rezultati, ki so jih dobili Kumar 
in sodelavci (2011). Pokazali so, da komercialni ZnO nanodelci delujejo protimikrobno na 
bakterijo E. coli z začetno koncentracijo med 105 in 106 CFU/mL. ZnO nanodelci velikosti 
50 nm in  koncentracije 80 µg/mL so dosegli 27 % redukcijo rasti E. coli (Kumar in sod., 
2011). V primerjavi z našimi rezultati so pri nižjih koncentracijah dobili večje redukcije 
bakterijske rasti. Poleg tega so bili ZnO nanodelci velikosti 60 nm in koncentracije 0,4 
mg/mL preučeni kot protimikrobno sredstvo proti bakteriji S. aureus, kjer je bilo zabeleženo 
zmanjšanje rasti za 50 %. Kot pričakovano ob upoštevanju vpliva velikosti nanodelcev na 
protimikrobno delovanje je bila s spremembo velikosti ZnO nanodelcev iz 60 na 40 nm  rast 
bakterije S. aureus reducirana za 99 % (Seil in Webster, 2012). Poleg velikosti ima pri 
protimikrobnemu delovanju ZnO nanodelcev pomembno vlogo tudi njihova koncentracija, 
kristalna struktura in oblika. Zraven omenjenih dejavnikov lahko protimikrobno delovanje 
ZnO nanodelcev  povečamo tudi tako, da jih predhodno izpostavimo UV svetlobi 
(Sirelkhatim in sod., 2015).  
 
Protimikrobne učinke Cu nanodelcev lahko primerjamo z rezultati, ki so jih dobili Ruparelia 
in sodelavci (2018). V raziskavi so uporabljali Cu nanodelce velikosti med 41 in 82 nm in 
začetne koncentracije bakterij E. coli in S. aureus, ki znašajo med 105 in 108 CFU/mL. V 
članku so pokazali, da Cu nanodelci enako učinkujejo na po Gramu pozitivne kot tudi na po 
Gramu negativne bakterijske vrste, kar se ujema z rezultati iz literature in z našimi rezultati. 
V omenjeni raziskavi znašata MIK in MBK za E. coli in S. aureus 140 µg/mL in 160 µg/mL 
(Ruparelia in sod., 2008). Dobljene MIK niso primerljive z rezultati, ki smo jih dobili pri 
magistrski nalogi. Protimikrobne učinke Cu nanodelcev na bakterijo E. coli in S. aureus so 
preučevali tudi Shahzadi in sodelavci (2018). Kot že navedeno je večje protimikrobno 
delovanje pri manjših nanodelcih odraz večje površine in sproščanja večjih koncentracij 
ionov (Shahzadi in sod., 2018).  
 
Površine iz bakra in njihovih zlitin lahko v nekaj urah odstranijo 99,9 % patogenov, med 
njimi tudi proti meticilinu odporen S. aureus in E. coli, medtem ko imajo Cu nanodelci 
omejeno uporabo, saj na zraku hitro oksidirajo do CuO, Cu2O in Cu
2+. Sánchez-Sanhueza in 
sodelavci (2016) so dokazali, da imajo CuO nanodelci v raztopini velik protimikrobni 
potencial, saj zavirajo rast E. coli in večkratnoodpornih sevov z dobljenimi MIK, ki znašajo 
med 0,1 in 5 mg/mL (Sánchez-Sanhueza in sod., 2016). Dobljene MIK niso primerljive z 
rezultati, ki smo jih dobili pri magistrski nalogi. 
Literatura navaja, da SiO2 nanodelci delujejo bakteriostatično in vplivajo na različne celične 
funkcije kot so celična delitev, adhezija in diferenciacija (Dizaj in sod., 2014). 
Protimikrobno delovanje SiO2 nanodelcev lahko primerjamo z rezultati, ki sta jih pridobila 
Seil in Webster (2012). Testirani SiO2 nanodelci velikosti 20 nm so rast bakterije E. coli 
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znižali za 58 %. Uporabljeni komercialni SiO2 nanodelci koncentracije 7,5 mg/mL so 
popolnoma inhibirali rast bakterije E. coli, medtem ko je bila rast S. aureus zmanjšana za 93 
%. Vendar se rezultati, ki smo jih pridobili z meritvami OD600 ne ujemajo z rezultati CFU.  
 
Zaradi uporabe različnih bakterijskih sevov, različnih začetnih koncentracij in različnih 
kovinskih nanodelcev je direktna primerjava študij protimikrobnega učinka kovinskih 
nanodelcev in ionov nemogoča (Ruparelia in sod., 2008). 
 
Glede na rezultate praktičnega dela magistrske naloge sklepamo, da je uporabnost ionov 
kovinskih nanodelcev kot protimikrobnih učinkovin omejena, saj poleg zmanjšanja 
bakterijske rasti vplivajo na humane celice. Pri poskusu smo uporabljali komercialno 
dostopne kovinske nanodelce različnih velikosti, ki imajo v primerjavi z nanodelci, ki so 
opisani v literaturi manjše protimikrobno delovanje. Če želimo, da protimikrobni učinek 
komercialnih nanodelcev izvira le iz sproščenih ionov moramo uporabiti zelo visoke 
koncentracije nanodelcev, ki so v stiku s tekočino. Seveda pa moramo upoštevati, da so 
nanodelci dandanes uporabljeni pri različnih industrijah. Nanotehnologija je prisotna na 
različnih področjih elektronike, medicine, kemije, kozmetike, kompozitov, energetike,…, 
zato moramo v bodoče v raziskave vključiti tudi vpliv kopičenja nanodelcev na ljudi in 
okolje (Santos in sod., 2015). 
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 Dokazali smo protibakterijske učinke ionov in kovinskih nanodelcev na bakterije S. 
aureus in E. coli. 
 
 Z masno spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) smo določili 
točno koncentracijo ionov, ki so se v gojišča (TSB in AMEM) sprostili iz kovinskih 
nanodelcev. 
 
 Dokazali smo, da se topnost različnih nanodelcev v vodnih medijih razlikuje. 
 
 Določili smo MIK in MBK ionov in kovinskih nanodelcev za S. aureus in E. coli. 
 
 Dokazali smo, da različne koncentracije ionov in nanodelcev različno vplivajo na 
mikrobno rast, in sicer večje koncentracije ionov in nanodelcev prispevajo k višji 
redukciji bakterijske rasti. 
 
 Dokazali smo, da imajo enake koncentracije ionov sproščenih iz nanodelcev manjše 
protimikrobno delovanje na bakterijski biofilm v primerjavi s planktonskimi 
celicami bakterije E. coli. Pri S. aureus, so te razlike nekoliko manj očitne, zato 
sklepamo, da imajo enako protimikrobno delovanje na bakterijski biofilm kot na 
planktonske celice.  
 
 Dokazali smo, da velikost nanodelcev vpliva na protimikrobno učinkovitost, manjše 
velikosti kot so nanodelci, večjo protimikrobno delovanje imajo. 
 
 Dokazali smo, da imajo ioni sproščeni iz kovinskih nanodelcev poleg protimikrobne 
učinkovitosti vpliv tudi na humane celice. 
 
 Dokazali smo, da se protimikrobno delovanje med posameznimi ioni in nanodelci 
razlikuje. 
 
Semič M. Primerjava protimikrobnega učinka …  nanodelcev …  bakterije S. aureus in E. coli. 




Med potencialne učinkovine, ki bi zamenjale tradicionalne antibiotike spadajo tudi kovinski 
nanodelci. Nanodelci, so delci velikosti med 1 in 100 nm in so lahko sintetizirani po 
kemijski, fizikalni ali biološki poti. Izbira sintezne poti vpliva na obliko in velikost 
nanodelcev, ki se med seboj razlikujejo po katalitičnih, optičnih in električnih lastnostih.   
 
Protibakterijski mehanizmi kovinskih nanodelcev v večji meri zajemajo vezavo in prehod 
nanodelca v bakterijsko celico, produkcijo ROS in sprostitev topnega ionskega dela. 
Sproščeni ioni lahko prehajajo v znotrajcelični prostor in se vežejo na DNK in beljakovine 
ter povzročajo nepopravljive poškodbe, ki vodijo do bakterijske celične smrti. Na 
protibakterijsko aktivnost vpliva tudi oblika, velikost in koncentracija nanodelcev. 
 
Pri praktičnemu delu smo se za analizo protibakterijske aktivnosti ionov in kovinskih 
nanodelcev posluževali različnih standardiziranih metod in testov. Obliko kovinskih 
nanodelcev smo določili s TEM. Protibakterijske učinke ionov in nanodelcev na bakterije E. 
coli in S. aureus smo analizirali z metodama OD600 in CFU. Za interpretacijo mehanizma 
delovanja ionov smo izbrali metabolni test XTT. MIK ionov in nanodelcev smo želeli 
ovrednotiti z uporabo metod inhibicijskih con. Vpliv ionov kovinskih nanodelcev na 
sesalske celice smo preverjali z dvema testoma citotoksičnosti. Zanimal nas je tudi vpliv 
kovinskih ionov na bakterijske biofilme. Preživelost bakterij v biofilmih smo ovrednotili 
preko štetja nastalih kolonij na trdnem gojišče (CFU). Koncentracijo sproščenih ionov iz 
nanodelcev v gojišča TSB in AMEM smo pridobili z metodo ICP-MS. S SEM smo vizualno 
ovrednotili vpliv  kovinskih nanodelcev na biofilme bakterij E. coli in S. aureus. 
 
Meritve OD600 so potekale 24 ur, rezultate smo predstavili kot rastne krivulje v odvisnosti 
od različnih koncentracij ionov in nanodelcev v času. Po končanih meritvah OD600 smo iz 
vzorcev pripravili redčitve in jih nacepili na plošče ter naslednji dan prešteli nastale kolonije 
ter izračunali CFU/mL. Meritve testa XTT so potekale v mikrotitrski ploščici 24 ur pri 475 
nm. Izmerjena absorbanca je ekvivalentna celični rasti in občutljivosti celic na 
protibakterijske učinkovine. Pri testu citotoksičnosti smo celice mišjih fibroblastov 24, 48 in 
72 ur inkubirali z različnimi koncentracijami ionov in jim nato dodali reagent Prestoblue®. 
Intenziteto fluorescence smo izmerili s čitalcem mikrotitrskih plošč. Celice mišjih 
fibroblastov, ki smo jih 24 ur tretirali z ioni smo pobarvali tudi z »LIVE/DEAD« 
fluorescenčnimi barvili in obarvane žive in mrtve celice analizirali s fluorescenčnim 
mikroskopom.  
 
Pri določanju točne koncentracije ionov z metodo ICP-MS smo opazili, da se koncentracije 
sproščenih ionov spreminjajo glede na gojišče. Največ ionov se sprosti v bakterijsko TSB 
gojišče. Najnižje koncentracije sproščenih ionov smo dokazali pri Ag nanodelcih, vendar se 
koncentracija ionov poveča, če zmanjšamo velikost. Pri Ag100 ionih koncentracije 60 mg/mL 
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znaša dejanska koncentracija sproščenih ionov 0,15 µg/mL, pri Ag20-30 ionih enake 
koncentracije pa 0,85 µg/mL. Cu nanodelci, v primerjavi z ostalimi, sproščajo v gojišče TSB 
največ ionov.  
 
MIK in MBK vrednosti ionov smo določili z odčitavanjem motnosti bakterijskega gojišča 
in z metodo štetja kolonij na trdem gojišču ob upoštevanju koncentracij ionov, ki smo jih 
dobili z analizo ICP-MS. Pri E. coli je MIK Ag20-30 ionov med 0,64 in 0,85 µg/mL,  MBK 
pa 0,85 µg/mL. Pri ostalih ionih kovinskih nanodelcev MIK in MBK nismo uspeli določiti, 
vendar rezultati, ki smo jih dobili z metodo CFU kažejo na učinkovito protibakterijsko 
delovanje ionov. Ag100 ioni koncentracije 0,15 µg/mL so rast E. coli zmanjšali za 40 %, Cu 
ioni koncentracije 265 µg/mL za 97 %, ZnO ioni koncentracije 155 µg/mL za 79 % in SiO2 
ioni koncentracije 29,2 µg/mL za 41,7 %. Pri S. aureus sta MIK Ag20-30 in Cu ionov 0,85 
µg/mL ter 265 µg/mL. MIK ZnO ionov pa 116,25 µg/mL. Pri ostalih ionih kovinskih 
nanodelcev MIK in MBK nismo uspeli določiti, vendar kot pri E. coli rezultati, ki smo jih 
dobili z metodo CFU kažejo na protimikrobno delovanje vseh ionov kovinskih nanodelcev.  
Ag20-30 ioni koncentracije 0,85 µg/mL in ZnO ioni koncentracije 155 µg/mL zmanjšajo rast 
S. aureus za 99,99 %. Ag100 in Cu ioni koncentracije 0,15 µg/mL in 265 µg/mL inhibirajo 
rast za 96,5 in 96,9 %. SiO2 ioni koncentracije 29,2 µg/mL pa rast bakterije S. aureus 
zmanjšajo za 84 %.  
 
Zanimal nas je vpliv ionov na humane celice. Pri rezultatih Ag100, Ag20-30, ZnO in Cu ionov 
citotoksični učinek nastopi že po 24 urni inkubaciji. SiO2 ioni tudi po 3 dnevni inkubaciji ne 
posredujejo citotoksičnih učinkov, zato je njihova uporaba možna za različne namene.  
 
MIK in MBK vrednosti kovinskih nanodelcev smo določili z odčitavanjem motnosti 
bakterijskega gojišča in s testom CFU ob upoštevanju koncentracij nanodelcev. Pri E. coli 
je MIK Ag100 nanodelcev med 3,75 in 7,5 mg/mL, MBK pa 7,5 mg/mL. MIK Ag20-30 
nanodelcev je med 1 in 3,75 mg/mL, MBK 3,75 mg/mL. MIK Cu nanodelcev znaša 3,75 
mg/mL, MBK pa 7,5 mg/mL. MIK ZnO nanodelcev znaša 3,75 mg/mL, MBK presega 
koncentracijo 7,5 mg/mL. Najnižjo inhibitorno koncentracijo smo dobili pri nanodelcih 
SiO2, ki znaša 7,5 mg/mL. Pri S. aureus je MIK Ag100 nanodelcev 3,75 mg/mL, MBK 
presega koncentracijo 7,5 mg/mL. MIK Ag20-30 in ZnO nanodelcev znašajo 3,75 mg/mL, 
MBK pa 7,5 mg/mL. MIK Cu nanodelcev je 1 mg/mL, MBK pa 3,75 mg/mL. MIK SiO2 je 
7,5 mg/mL za S. aureus. 
 
Iz rezultatov, ki smo jih dobili s SEM in TEM sklepamo, da nanodelci v gojišču tvorijo 
aglomerate v katere lahko vežejo tudi bakterijske celice. Nastanek aglomeratov zmanjša 
protibakterijsko delovanje nanodelcev, saj se velikost nanodelcev poveča tudi do 100-krat. 
Prisotni posamezni nanodelci se lahko vežejo na celično steno in prehajajo v bakterijsko 
celico.  
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Pri magistrski nalogi smo dokazali protibakterijske učinke komercialno dostopnih kovinskih 
nanodelcev in njihovih topnih ionskih delov na bakterije S. aureus in E. coli. Ugotovili smo, 
da imajo ioni večjo protibakterijsko aktivnost v primerjavi z nanodelci. Na rast E. coli 
najučinkoviteje delujejo Ag20-30 ioni, na rast S. aureus pa Ag20-30 in ZnO ioni. Vsi testirani 
ioni učinkovito zmanjšujejo rast bakterij, vendar je njihovo uporaba omejena, zaradi 
citotoksičnega delovanja. Izjema so le SiO2 ioni, ki učinkovito zmanjšujejo bakterijsko rast 
in ne vplivajo na delovanje mišjih fibroblastov. Komercialno dostopni nanodelci imajo v 
primerjavi z uporabljenimi nanodelci v literaturi nižje protimikrobno delovanje. Glede na 
rezultate statistične analize vsi nanodelci koncentracije 7,5 mg/mL inhibirajo rast bakterij, 
izjema so le SiO2 nanodelci, kar se ujema z rezultati iz literature.  
 
Najpomembnejši rezultat, ki smo ga pridobili pri praktičnemu delu magistrske naloge smo 
pridobili pri ionih sproščenih iz SiO2 nanodelcev, saj jih lahko uporabljamo kot 
protimikrobne učinkovine in ne vplivajo na humane celice. Če želimo, da protimikrobni 
učinek komercialnih nanodelcev izvira le iz sproščenih ionov moramo uporabiti zelo visoke 
koncentracije nanodelcev, ki so v stiku s tekočino, zato moramo v raziskave vključiti tudi 
vpliv kopičenja nanodelcev na ljudi in okolje ter bakterijsko rezistenco. 
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Meritve OD600 a) E. coli in b) S. aureus v času (t=24 ur). Določanje CFU/mL za c) E. coli in d) S. aureus v 
času (t=0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 in 24 ur). 
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PRILOGA B: Rezultati metabolnega testa XTT 
 




Meritve absorbance (475 nm) bakterije E. coli, ki smo jo izpostavili a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in SiO2 
ionom različnih koncentracij. 
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Meritve absorbance (475 nm) bakterije S. aureus, ki smo jo izpostavili a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in 
SiO2 ionom različnih koncentracij. 
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PRILOGA C: Rezultati disk difuzijske metode 
 




Vpliv dodanih a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 ionov koncentracij 0, 7,5, 15, 30, 45 in 60 mg/mL 
na bakterijo E. coli.  
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Vpliv dodanih a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 ionov koncentracij 0, 7,5, 15, 30, 45 in 60 mg/mL 
na bakterijo S. aureus.  
Semič M. Primerjava protimikrobnega učinka … nanodelcev … bakterije S. aureus in E. coli 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
6 
PRILOGA D: Rezultati agar difuzijske metode 
 




Vpliv dodanih a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 nanodelcev koncentracij 0, 0,5, 1, 3,75 in 7,5 
mg/mL na bakterijo E. coli.  
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Vpliv dodanih a) Ag100, b) Ag20-30, c) ZnO, d) Cu in e) SiO2 nanodelcev koncentracij 0, 0,5, 1, 3,75 in 7,5 
mg/mL na bakterijo S. aureus. 
 
